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RESUMO

Mendes CO. Efeito do tempo de estocagem e da lavagem de hemacias na homeostase
do potassio na transfusdo sanguinea durante o choque hemorragico: estudo
experimental em porcos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2022.

INTRODUCAO: a hipercalemia (HiperK®) resultante da transfusdo de concentrado de
hemécias (cHem) é reconhecida como complicacdo transfusional grave e relatos de
séries de casos de parada cardiaca na reanimacgéo do choque hemorrégico (CH) foram
atribuidos a HiperK* transfusional. A hipétese testada neste estudo € a de que a
transfuséo rapida de cHem com maior tempo de estocagem durante a ressuscitagao
do CH causa HiperK* e que a transfusdo de cHem com menor tempo de estocagem e
a lavagem pré-transfusional do cHem com maior tempo de estocagem previne esta
alteragdo. METODOS: vinte e quatro suinos anestesiados foram submetidos ao
choque hemorragico (presséo arterial média de 30 mmHg a 40 mmHg e saturacéo de
oxigénio no sangue venoso central < 45%) e ressuscitacdo com cHem: armazenado
por 21 dias (grupo CHEM 21); armazenado por 21 dias e lavados imediatamente antes
da transfuséo (grupo CHEM 21L); e armazenado por 5 dias (grupo CHEM 5). Vinte e
quatro suinos adicionais foram usados como doadores de sangue. Os animais foram
estudados em sete momentos: basal, choque, e aos 2, 5, 10, 20 e 30 minutos do
periodo apods a reposicdo sanguinea. RESULTADOS: os CHEM 21 apresentaram 0s
maiores niveis de potéssio (24,75 + 3,21 mEg/Lvs. 11,12 + 1,99 mEqg/L no CHEM 5 e
7,47 £ 1,57 mEg/L no CHEM21L, P < 0,001). Aos 2,5 minutos de transfusdo, o grupo
CHEM 21 apresentou maiores niveis de K* (9,57 + 3,38 mEg/L vs. 5,40 £ 0,88 mEq/L
no CHEM 5, e 6,54+2,29 mEg/L no CHEM 21L, P < 0,05). Quatro dos oito animais do
grupo CHEM 21 apresentaram arritmias ventriculares com evolugdo para parada
cardiaca (PC) e 6bito durante os primeiros 5 minutos da transfusao, diferentemente dos
outros grupos onde nenhum animal apresentou arritmia transfusional. Os animais ndo
sobreviventes apresentaram um padrdo eletrocardiografico (ECG) semelhante;
taquicardia ventricular polimoérfica com alargamento progressivo do QRS evoluindo
com ritmo sino ventricular com progresséo rapida para fibrilagdo ventricular e atividade
elétrica sem pulso. As alteracdes ECG dos animais que sofreram PC foram associadas
a elevado K* (12,55 + 1,57 mEqg/L) e baixo calcio ionizado (iCa) (3,40 + 0,42 mg/dL)
transfusional, comparado aos animais que nao tiveram PC do mesmo grupo (K*: 6,60 +
0,82 mEg/L; iCa: 4,09 + 0,26 mg/dL). A diferenca arteriovenosa-central de K* aumentou
imediatamente apos a transfusdo no grupo CHEM 21 (2,2 £ 2,59 mEg/L vs. -0,01 +
0,50 mEg/L no CHEM 5 e 0,97 = 0,94 no CHEM 21L, P = 0,001), e teve maior aumento
nos animais nao sobreviventes (4,53 * 2,16) comparado aos sobreviventes (0,45 + 0,87
mEg/L) do mesmo grupo. CONCLUSOES: o choque hemorragico, a transfus&o rapida
de cHem estocadas por 21 dias foi associada a HiperK*, diminuicao de calcio ionizado,
arritmias ventriculares complexas, PC e morte. A transfusdo de cHem estocado por 5
dias resultou em hipocalcemia. A lavagem pré-transfusional do cHem estocadas por 21
dias preveniu a ocorréncia de todas essas alteragoes.

Descritores: Choque hemorragico; Transfus@o de eritrécitos; Hipercalemia; Lavagem
de hemécias; Suinos.



ABSTRACT

Mendes CO. Effect of storage time and red blood cell washing on potassium
homeostasis in blood transfusion during hemorrhagic shock: an experimental study
in pigs [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”;
2022.

INTRODUCTION: hyperkalemia (HiperK+), resulting from packed red blood cells
(PRBC) transfusion has long been recognized as a life-threatening transfusion
complication. Case series and reports indicate that cardiac arrest developed during
the rescue of hemorrhagic shock (HS) can be attributed to the transfusion-
associated hyperkalemia. The hypothesis tested in this study is that rapid
transfusion of PRBC with increased storage time during resuscitation of HS is
associated with HiperK*, which can be prevented by washing PRBC immediately
before transfusion. METHODS: twenty four anesthetized pigs were subjected to HS
(mean arterial pressure 30 to 40 mmHg and central venous oxygen saturation
<45%) and resuscitation with PRBC: stored for 21 days (PRBC 21 group); stored for
21 days and washed before transfusion (PRBC W group); and stored for 5 days
(PRBC 5 group). An additional 24 animals were used as blood donors. The animals
were studied in 7 moments: baseline, shock, and at 2.5; 10; 20 and 30 minutes from
time after blood transfusion. RESULTS: the PRBC 21 bags showed the higher
potassium levels (K*) (24.75 + 3.21 vs. 11.12 + 1.99 mEg/L, in PRBC 5 and
7.47+1.57 mEqg/L in PRBC W, P < 0.001). After 2.5 minutes transfusion, the PRBC
21 group presented the higher K* levels of (9.57 + 3.38 vs. 5.40 = 0.88 mEg/L in
PRBC 5, and 6.54 £ 2.29 mEg/L in PRBC W, P < 0.05) and acute cardiac
arrhythmia and arrest were only observed in this group (4 out of 8) until 5 min of
transfusion. The non-survival animals presented an electrocardiographic pattern
(ECG) similar; polymorphic ventricular tachycardia with progressive enlargement of
QRS complex with rapid progression to ventricular fibrillation and pulseless electrical
activity ECG. The ECG changes in animals that suffered CA were associated with
HiperK* (12.55 + 1.57 mEg/L) and low ionized calcium (iCa) (3.40 = 0.42 mg/dI)
transfusion levels, compared with animals from the same group that did not
presented CA (K*: 6.60 = 0.82 mEq/L; iCa: 4.09 £ 0.26 mg/dL). The arteriovenous-
central K* difference increased immediately after transfusion in PRBC 21 group (2.2
+ 2.59 mEg/L vs. 0.01 £ 0.50 mEg/L in PRBC 5 and 0.97 + 0.94 in PRBC W, P =
0.001), the increase was more pronounced in the non-survival animals (4.53 + 2.16)
compared to the survivals (0.45 £ 0.87mEqg/L). CONCLUSIONS: in hemorrhagic
shock, rapid transfusion of PRBC stored for 21 days was associated with HiperK®,
decreased ionized calcium, acute cardiac arrhythmia and arrest and death.
Transfusion of PRBC stored for five days resulted in calcium decrease. Washing
PRBC stored for 21 days prevented all these alterations.

Descriptors: Shock hemorrhagic; Erythrocyte Transfusion; Hypercalemia; Wash
red blood cells; Swine.
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O choque hemorragico é uma das principais causas de morte precoce
em pacientes com traumal?, Atinge mais que 40% de mortalidade sendo
ainda um desafio nas salas de emergéncial.

Durante o choque, ha uma reducédo do volume intravascular intensa
ocasionando uma diminuicéo da perfusao tecidual com consequente hipoxia
celular e danos metabdlicos causados por transtornos microcirculatérios®.

Com o objetivo de manter a oxigenacao tecidual durante a hemorragia
utiliza-se a reanimacdo com fluidos, uso de vasopressores e transfuséo
sanguinea para prevenir ou corrigir as alteracdes provocada pelo trauma.
Nas ultimas décadas, apesar dos grandes avancos no entendimento da
fisiopatologia do choque hemorragico, a estratégia de reanimacao volémica
6tima é controversa devido a escolha do fluido*. Porém, a principal fonte de
reanimacdo do choque hemorragico tem sido as transfusbes com
hemoderivados®.

A hipercalemia (hiperk*) durante a transfusdo de sangue tem sido
reconhecida como uma complicacdo transfusional com risco de morte.
Diversos estudos tém identificado a hipercalemia associada a transfuséo
(HAT), durante o tratamento do choque hemorragico, como uma causa de
parada cardiaca®1!. Apesar de LeVeen et al.5, em 1960, terem publicado a
primeira pesquisa clinica demonstrando a parada cardiaca apos a transfuséo
macica de sangue estocado hiperpotassémico, artigo de reviséo reforgca que
ainda faltam estudos para se esclarecer esta associacédo?!?.

Durante o0 seu armazenamento, as hemaéacias e seu meio de

preservacdo passam por alteracdes morfolégicas e bioquimicas graduais,
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referidas como lesdo de estocagem, levando ao acumulo de contaminantes
com efeitos nocivos ao receptor. Evidéncias disponiveis sugerem que 0
tempo de estocagem do sangue tem impacto direto na gravidade do
desfecho adverso da transfusdo sanguinea'®-'6, Uma alteragdo consistente
gue acompanha o armazenamento de hemacias € o aumento nos niveis de
potassio (K*) no sobrenadante dos concentrados de hemacias que pode
estar relacionado ao desenvolvimento de hipercalemia associada a
transfusdo. A concentracdo de K* no fluido sobrenadante das unidades de
concentrado de hemécias (cHem) aumenta linearmente a uma taxa de
aproximadamente 1 mEqg/dial’”. Dependendo do tipo de solugcdo de
armazenamento, a concentracdo de K* sobrenadante pode alcancar niveis
tdo altos quanto 78,5 mEg/L apés 35 dias de estocagem em CPDA-1 e 50
mEg/L apdés 42 dias em AS-1'8 Este aumento no K* extracelular é
consequéncia da hemolise que aumenta com o tempo de armazenamento, e
do comprometimento da bomba de sdédio-potassio ATP dependente, que
compromete a recaptacdo do K* que extravasa lentamente das hemacias
durante a estocagem em baixa temperatura®’.

O aumento de K* no sobrenadante dos concentrados de heméacias
durante o armazenamento pode ndo ser a Unica causa de parada cardiaca
hipercalémica associada a transfusdo (PCHAT). Outras alteracdes biologicas
progressivas que acompanham a lesdo de estocagem dos eritrécitos pode
também desempenhar este papel. Sabe-se que a deformidade da membrana
dos eritrocitos diminui progressivamente durante o periodo de

armazenamento e assim durante o processo de transfusdo, como resultado
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da quebra de heméacias frageis, hemolise intravascular com liberacéo
adicional de K* pode ocorrer durante o processo transfusional no receptor e
constituir fator de risco adicional a hiperpotassemia associada a
transfusdo®®21, A hipocalcemia e hipomagnesemia agudas, secundarias a
alta concentracdo de citrato presente nos cHem, sdo causas descritas de
potencializacdo dos efeitos cardiacos da hiperK* e da parada cardiaca
transfusional no receptor durante a transfusdo macica de cHem.

Apesar da transfusédo sanguinea de rotina ser conhecida por ser bem
tolerada com pouco efeito no nivel sérico do K* do receptor, a transfusao
macica e rapida de cHem com altas concentracbes de K* tem sido
responsabilizada por aumentar o K* sérico para niveis perigosos em
diversas condicdes clinicas de hipotensdo hemorragica®8??. As evidéncias
disponiveis suportam que neonatos e criancas, pacientes macicamente
transfundidos, cirurgia de trauma e transplante hepatico estdo sob alto risco
de parada cardiaca hipercalémica associada a transfusdo. A lavagem do
concentrado de hemacias antes da transfuséo e o uso de filtro de absorcéo
de K* tém sido estudados para se reduzir a quantidade de K* na unidade de
hemécias estocada, mas a eficacia clinica destes métodos em evitar a HAT
em pacientes de risco ainda precisa ser demonstrada %3,

Dois fatores principais podem explicar a dificuldade de se entender a
fisiopatologia da parada cardiaca hipercalémica associada a transfusao.
Primeiro, os mecanismos multifatoriais envolvidos, incluindo aumento do
tempo de estocagem do sangue, alto volume transfusional de sangue, alta

velocidade de transfusdo, transfusdo de hemaécias irradiadas e fatores
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relacionados ao receptor, tais como pouca idade e tamanho, e presenca de
hipovolemia e hipoperfusdo!'?2, O mecanismo multifatorial pode explicar a
dificuldade de se desenhar e realizar ume estudo experimental com todos os
fatores fundamentais atuando juntos. O segundo fator pertence as
caracteristicas, aguda, transitoria e silenciosa da hipercalemia associada a
transfusdo, que pode ndo ser reconhecida naqueles que morrem
precocemente durante a transfusdo macica de sangue e assim a gravidade
do choque hemorragico parece explicar a causa da parada cardiaca. Outra
caracteristica do fendmeno é seu rapido desaparecimento naqueles que tem
uma reanimacédo de sucesso. De fato, nos seres humanos, a hipocalemia
tem sido relatada como o achado mais consistente no periodo apés
reanimacdo do choque hemorragico, sendo este um fato que pode dificultar
o entendimento da ocorréncia de hiperK* prévia.

Estudos experimentais indicam que a hipovolemia é um fator-chave
para o desenvolvimento de hipercalemia no choque hemorragico®-31. Em
estudo anterior do grupo de pesquisa envolvido, foram identificados
aumentos agudos no K* sérico, que ndo foram relacionados a acidose
arterial em todos os animais submetidos ao choque hemorragico. Este
aumento de K* foi diretamente correlacionado a gravidade da hipovolemia, a
gravidade da hipdxia tecidual e a mortalidade dos animais?®3°. Apesar de
ainda néo ter sido demonstrado que a hipercalemia acompanha o choque
hemorragico em humanos, o aumento agudo no K* sérico tem sido relatado
em diversas condicbes de hipdxia tecidual global experimental e em

diferentes espécies animais??-30,
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A hipdtese é que a administracao rapida de concentrado de hemacias
estocadas por 21 dias no resgate do choque hemorragico esta associada a
aumentos criticos dos niveis de potassio sérico quando comparada com a

infusdo de hemacias com curto tempo de estocagem.
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2.1 Objetivo Primario

Avaliar o efeito imediato da transfusdo sanguinea macica realizada
com concentrado de hemacias estocados ha 5 dias, 21 dias e 21 dias lavado
imediatamente antes da transfusdo, analisando o efeito do tempo de
estocagem dos cHem no desenvolvimento de hipercalemia transfusional

durante a reanimacao do choque hemorragico.

2.2 Objetivo Secundério
Analisar outras alteracdes bioquimicas e eletroliticas encontradas nos

diferentes tempos de estocagem do concentrado de heméacias.
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3.1 Choque Hemorragico

A definicdo de choque sofreu varias mudancas até os dias de hoje®.
Como definicdo atual, choque ocorre quando had um desequilibrio entre
oferta (DOz2) e consumo (VO2) de oxigénio nos tecidos resultando em hipoxia
tecidual®®3?-34, Ou seja, pode-se definir como choque um estado de ma
perfusdo tecidual®. Pode ser classificado em choque hipovolémico,
cardiogénico, obstrutivo ou distributivo®?. O choque hemorragico é um tipo
de choque hipovolémico, que ocorre quando ha hemorragia grave, levando a
reducdo do volume circulante com reducédo do débito cardiaco e diminuicéo
da presséo de perfusdo dos 6rgaos?*.

O choque hemorragico € uma das principais causas de morte nos
tempos atuais, sendo a quarta causa de morte de pessoas de todas as
idades e uma das principais causas de mortalidade de pacientes até 45
anos?%28, Possui como principais causas o trauma, hemorragia materna,
hemorragia gastrointestinal, hemorragia perioperatéria, distirbios de
coagulacdo, terapia antitrombdtica e ruptura de aneurisma®33’. Mais da
metade dos pacientes que apresentam hipovolemia com choque
hemorragico morrem nas primeiras 24 horas?.

O choque hemorragico provoca diversas alteracdes que podem se

tornar irreversiveis se ndo tratadas. Juntamente com a reducdo do débito
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cardiaco ha uma reducdo da entrega de oxigénio aos tecidos porém o
consumo de oxigénio é mantido, o que reflete em uma maior taxa de
extracdo de oxigénio®’.

No nivel tecidual, a hipovolemia e a reducdo de débito cardiaco
provocam uma série de mecanismos compensatorios com o objetivo de
restaurar a perfusdo tecidual® provocando vasoconstricdo periférica,
aumento da frequéncia cardiaca e inotropismo cardiaco?®3237, A
vasoconstricdo periférica, juntamente com a hipotensdo, podem afetar
orgaos como rins, figado, musculo esquelético, intestino e pele, podendo
levar a disfuncdo de multiplos 6rgdos?®32. A hipotensdo quando severa
resulta em reducéo do fluxo sanguineo cerebral e reducdo da presséao de
perfusdo coronariana, levando a uma anoxia cerebral e arritmia cardiaca
seguida de parada cardiaca em poucos minutos33.36,

No nivel celular, devido a entrega deficitaria de oxigénio, substancias
como acido latico, fosfatos inorganicos e radicais de oxigénio séo liberados.
Ha ainda liberacdo de alarminas (DAMPs) como DNA mitocondrial e
peptideos formil que estimulam o estado inflamatério sistémico®. A funcéo
celular é mantida enquanto tiver adenosina trifosfato (ATP), oriundo tanto de
via aerdbica como anaerdbica, suficiente para sintese proteica e funcbes
contrateis®’. Com o esgotamento do ATP, acidose celular, geracdo de
radicais livres de oxigénio e perdas de nucleotideos de adenina da célula ha
guebra da homeostase celular culminando em leséo irreversivel, falha e

morte celular32:33,
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Ocorrem mudancas na coagulacédo durante o choque hemorragico. Ha
lesdes endoteliais provocadas pelo desprendimento sistémico da barreira
protetora de glicocélice oriundas do débito de oxigénio e liberacdo de
catecolaminas. No local da hemorragia ha formacdo do tampéao
homeostatico pela atuacdo da cascata de coagulacdo e, em areas mais
distintas, ocorre atividade fibrinolitica aumentada para evitar a formacéo
microtrombos. No entanto, pelo excesso de atividade da plasmina e a auto-
heparinizacdo pode culminar em wuma hiperfibrindlise patolégica e
coagulopatia difusa aumentando ainda mais a mortalidade33.

Alteracdes eletroliticas também colaboram para aumentar a
gravidade do choque hemorragico. Estudos experimentais indicam que a
hipovolemia € um fator-chave para o desenvolvimento de hipercalemia no
choque hemorragico?*-3t., Rocha Filho et al.?>3 identificaram aumentos
agudos no K* sérico, que ndo foram relacionados a acidose arterial em
todos os animais submetidos ao choque hemorragico. Este aumento de K*
foi diretamente correlacionado a gravidade da hipovolemia, a gravidade da
hipoéxia tecidual e a mortalidade dos animais?®30, Apesar de ainda néo ter
sido demonstrado que a hipercalemia acompanha o choque hemorragico
em humanos, o aumento agudo no K* sérico tem sido relatado em diversas
condicOes de hipoxia tecidual global experimental e em diferentes espécies
animais?°-30,

Ainda segundo Rocha Filho et al.?®3% apdés o inicio da isquemia, a
producdo de ATP é dada pelo metabolismo anaerdbico. A bomba de sédio-

potassio apresenta sua acdo inibida durante processo isquémico o que
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reduz o influxo de K para as células. Acredita-se também que o canal de K
sensivel ao ATP, que € ativado durante o processo de isquemia, € 0
principal mecanismo que contribui para que ocorra 0 aumento do efluxo de
K celular. Ao mesmo tempo o encolhimento do espaco extracelular devido
a hipovolemia, contribuiu para a quebra da homeostase do potassio
durante isquemia.

Outro fator relevante € que com a ativacdo dos canais K/ATP
dependente, h& hiperpolarizacdo da membrana plasmatica que com o
tempo fecha os canais de calcio (Ca) reduzindo o influxo de calcio para
célula, provocando reducado dos niveis de calcio intracelular.

Devido a hipoperfusao tecidual que ocorro no choque hemorragico,
ha aumento do lactato sérico devido a diminuicdo no fornecimento de
oxigénio para os tecidos®2.

O tratamento principal do choque é a retirada da causa. O ponto
crucial para reverter as alteracdes provocadas pelo choque hemorragico é

a restauracdo da volemia e o controle rapido da hemorragia333’.
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3.2 Reanimacdao Volémica no Choque Hemorréagico

A principal fonte de reanimacao do choque hemorragico tem sido as
transfus6es com hemoderivados. No periodo da primeira guerra mundial o
sangue total do tipo O foi o produto de escolha para reanimac&o volémica
pela facilidade de obtencéo pela doacéo direta dos combatentes®. Apds esse
periodo, houve o0 uso de cristaloides e coloides para substituir 0 uso do
sangue total tanto em civis como em militantes. Isso ocorreu em partes pelo
alto risco de transmissdo de doencgas infecciosas com sangue e
derivados®3336, Porém, essa pratica foi mal difundida e houve o uso
excessivo de cristaloide onde foi observado um aumento de coagulopatia,
edema intersticial, sindrome compartimental, sindrome do desconforto
respiratério agudo e faléncia de multiplos 6rgaos®3°.

Segundo Cannon®® o uso excessivo de cristaloide pode diluir a
capacidade de transporte de oxigénio e dos fatores de coagulacdo assim
como uso de solucgdes cristaloides acidas piora a acidose. Pode haver ainda
destruicdo de coagulos que ja estejam tamponando o foco do sangramento3*
e, 0 uso de fluidos frios piora a perda de calor, levando a uma triade na
grande fatal em sua maioria: coagulopatia, acidose e hipotermia.

A transfusdo macica tem como definigdo uma transfusdo de 10
unidades de concentrado de hemacia em 24 horas®. Os protocolos de
transfusdo macica se tornaram rotina em alguns centros de trauma. Possui
como principal pilar restaurar a volemia, a atividade homeostatica e o
transporte de oxigénio®®4°. Com o uso dos protocolos de transfusdo macica
foi possivel permitir a minimizacdo da quantidade de cristaloide em

pacientes com sangramento.
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O protocolo preconiza o uso de transfusdo balanceada com
proporcdes de 1:1:1: e 1:1:2 (plasma, plaguetas e hemacias) e tem sido
relacionado a uma reducdo da mortalidade. Quanto mais precoce a
instituicdo da terapia melhor sera o resultado da reanimacdo volémica do
paciente,

Ha reacbes transfusionais que podem ocorrer como lesdo pulmonar
aguda relacionada a transfusdo (TRALI), sobrecarga circulatéria,
imunomodulacéo, inflamacéo, infeccdo e trombose?3.

Em pacientes com sangramento ativo ocorre uma série de alteracfes
metabdlicas e eletroliticas. Quando necessitam de transfusdo macica, essas
alteracdes podem se adicionar e agir mutuamente. Alteracdes do calcio,
potassio e magnésio podem ser potencializadas por transfusdo. A
hipomagnesemia transfusional € comum e esta associada a hipocalcemia
em pacientes com sangramento critico requerendo transfusdo macica. Foi
levantada a hipotese de que a toxicidade do citrato na bolsa pode levar a
uma hipomagnesemia pos-transfusional pois 0 magnésio tende a se ligar ao
citrato reduzindo sua circulacdo. O mesmo ocorre com o calcio, que é

quelado pelo citrato36-48,
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3.3 Leséo de Estocagem

Os concentrados de hemacias possuem um tempo de estocagem
aceitdvel de 42 dias'®. A capacidade de armazenamento de
hemocomponentes melhora sua disponibilidade, porém com o tempo, o
armazenamento  provoca efeito  deletério na qualidade do
hemocomponente!’. O uso de hemacias neste periodo é permitido, apesar
de sua associagdo a um maior risco de morte!s.

Houve uma evolucdo significativa nos meios de preservacdo das
hemacias durante as JUltimas décadas. As novas solucbes de
armazenamentos aprovadas sdo baseadas na viabilidade da membrana
das hemacias e nas concentracdes de ATP. O objetivo maior foi reduzir a
hemodlise e desta maneira manter as células viaveis por mais tempo. A
temperatura ideal de armazenamento € entre 1 °C e 6 °C. Temperaturas
menores que -0,5 °C podem congelar as hemacias e temperaturas maiores
podem promover o consumo rapido dos nutrientes da bolsal”4L.

Com o tempo de estocagem, as hemacias e seu meio de
preservacdo sofrem lesdes de armazenamento onde passam por
alterac6es morfologicas e bioquimicas graduais, referidas como lesdo de
estocagem, levando ao acumulo de contaminantes com efeitos nocivos ao
receptor. Evidéncias disponiveis sugerem que o tempo de estocagem do
sangue tem impacto direto na gravidade do desfecho adverso da
transfusédo sanguineal3-16.

As alteragcbes metabdlicas das hemacias armazenadas podem

ocorrem desde a remocdo das hemacias da circulacdo do doador até o
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armazenamento em solucédo acida com volume limitado e em temperatura
baixas. Ocorre deplecdo dos substratos extracelulares e acumulo de
metabdlicos no momento da estocagem o que favorece para as lesfes de
estocagem a longo prazo?. A glicose é a principal fonte de energia para as
hemacias armazenadas. Pela glicolise, juntamente com a liberacdo do
ATP, ocorre liberacédo de acido latico e protons que se acumulam e podem
acidificar o meio retardando por sua vez a glicolise, o que reflete na
reducdo da producédo de ATP a medida que o armazenamento persistel’.

Em temperaturas mais baixas, aproximadamente 3 °C, a glicélise
ocorre 10 vezes mais lentamente do que em temperatura ambiente (25
°C).. E também responséavel pelo desligamento da principal bomba de
sodio da membrana para a bomba de potassio, que é dependente de ATP.
Como resultado, o potassio, que é liberado lentamente das hemacias, néo
retorna para o0 espaco intracelular e a concentracdo de K* no fluido
sobrenadante das unidades de concentrado de hemécias aumenta
linearmente a uma taxa de aproximadamente 1 mEqg/dial’. Dependendo do
tipo de solucdo de armazenamento, a concentracdo de K* sobrenadante
pode alcancar niveis tdo altos quanto 78,5 mEq/L apds 35 dias de
estocagem em CPDA-1 e 50 mEg/L apés 42 dias em AS-118,

Além das alteracbes metabodlicas, ocorre ainda alteracbes
morfolégicas que reduzem a estabilidade das hemacias. A deformidade da
membrana dos eritrocitos aumenta progressivamente durante o periodo de
armazenamento. Alteram de discos bicéncavo liso para esferas grosseiras

irregulares, chamados esferoquindcitos, que sao revertidos pelo aumento
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da temperatura da bolsa. Outras alteracbes como soltura de membrana
pela formacdo de microvesiculas ja sdo lesdes irreversiveis. Essas
mudancas se dao por alteracdes reoldgicas, aumento da viscosidade e da
reducdo do fluxo em sistemas capilares?’.

Além disso, ocorre lesdo oxidativa de lipideos e proteinas,
alteracdes na afinidade e na entrega de oxigénio e aumento da adeséo de
hemacias as células endoteliais'’”. Como consequéncia os eritrécitos ficam
mais propensos a hemolise com alteracfes secundarias de hipercalemia,
liberacdo de proteinas ativas, lipidios, hemoglobina e, posteriormente heme
e ferro na solucdo de armazenamento e na circulacdo do receptor da
transfusdot?-16,

O conteudo liberado causa deplecdo de Oxido nitrico,
vasoconstricdo, agregacao plaquetaria e inflamacdo no receptor. Os
lipidios bioativos, citocinas e quimiocinas geradas na solucdo de
armazenamento podem desencadear reacdes imunes e lesdes organicas
apos a transfusédo??.

Todas essas alteracdes podem colaborar para a piora do paciente

apos a reanimacao do choque hemorragico.
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3.4 Lavagem da Bolsa de Concentrado de Heméacias

A transfusdo de concentrado de hemécias estocado esta associado
ao aumento de mortalidade e morbidade apés transfusdo macica. A lavagem
de hemécias reduz complicacbes associados as lesbes de estocagem
presentes em bolsas armazenadas. Reduz excesso de potassio,
componentes  pro-inflamatorios no plasma, diminui acumulo de
microvesiculas, liberacdo de hemoglobina livre de células e expressao de
fosfatidilserina e em contrapartida aumenta a resisténcia ao estresse
oxidativo?343,

O concentrado de hemécias lavado possui beneficio clinico em
pacientes com reacao alérgica recorrente refrataria ao tratamento, leucemia
aguda, deficiéncia de Imunoglobulina A e durante o procedimento de cirurgia
cardiaca pediatrica?®. Representa uma estratégia para reduzir as sequelas
transfusionais principalmente em caso de transfusdo macica em
sangramento severo®3.

O processo de lavagem de hemacias normalmente é feito com
solucéo fisiolégica (0,9% NaCl) em sistema aberto ou fechado. Remove
aproximadamente 95% do sobrenadante dos cHem. A recomendacao que o
concentrado lavado seja descartado em 24 horas em sistema aberto devido
ao risco de contaminacdo bacteriana e pela viabilidade das hemacias em
solucéo salina. E em 14 dias para sistemas de lavagem fechado?343. Desta
maneira a vida util das hemacias lavadas fica reduzida o que pode gerar
desperdicio e um maior custo pois as bolsas devem ser descartadas se nao

usadas no periodo antes do vencimento.
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Outro ponto importante € o fato que muitos bancos de sangue nao
possuirem equipamento adequados para lavagem de hemacias,
principalmente banco de sangue em hospitais de pequeno e médio portes. A
falta de equipamente associado ao tempo de lavagem que pode durar até
1,5 a 2 horas, pode atrasar a disponibilidade de hemacias lavadas
impedindo o0 seu uso em caso de emergéncia sendo um desafio a ser
estudado?>43,

Estudos experimentais mostraram o efeito da lavagem das hemacias
em solugcado de albumina a 1% versus solugdo salina normal, tamp&o ou
plasma para verificar alteracdes na forma das heméacias. Foi observado que
a lavagem em 1% de albumina diminuiu a propor¢do de equindcitos e
aumentou a proporcao de discécitos. Observaram também uma diminuigao
no inchago das hemacias com a lavagem de albumina. Salina normal foi
relatada em dados preliminares para aumentar a hemodlise durante a
lavagem em comparagado com uma solugao salina balanceada (Plasma-Lyte
A)*45 0O que mostra que mais estudos sdo necessarios avaliando diferentes

solugdes de lavagem.



4 METODOS
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4.1 Avaliacdo Etica

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP 359/10) (Anexo A). Veterinarios supervisionaram todos 0s
experimentos para assegurar todos os requisitos legais atuais e os padrbes
de manejo adequado do animal foram estritamente seguidos, seguindo

diretrizes 2.0 Arrive: Equator Network.

4.2 Preparo e Monitorizagdo dos Animais

Quarenta e oito suinos da raca Large White higidos, machos,
pesando de 20 kg a 30 kg, foram utilizados no estudo. Metade dos animais
foi utilizada no protocolo experimental e a outra metade foi utilizada como
doador de sangue. Todos 0s animais foram submetidos ao jejum alimentar
de 8 horas durante a noite com acesso livre a agua até 2 horas antes do
experimento.

Os animais foram pré-medicados com midazolam (0,5 mg/kg) e
cetamina S (5 mg/kg) pela via intramuscular, e a anestesia foi induzida com
propofol (2 mg/kg) pela via intravenosa. Apos a intubagdo com uma sonda
endotraqueal de 7,5 mm (diametro interno) com cuff, a anestesia foi mantida

com isofluorano (0,8%), vaporizado em 40% de oxigénio até o inicio do
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protocolo do choque hemorragico. Os animais foram ventilados (Servo-
Siemens 900C, Alemanha) utilizando o modo volume-controlado, com um
volume corrente de 8 mL/kg e frequéncia respiratoria ajustada para se
manter a concentracdo de didxido de carbono no ar expirado em 35 mmHg a
45 mmHg. A veia jugular interna direita foi isolada e cateterizada com um
cateter venoso central de triplo limem 7Fr (Baxter-Edwards Laboratories,
Irvine, CA, USA) para mensuracao da pressao venosa central (PVC) e coleta
de sangue central para andlise. A artéria femoral esquerda foi cateterizada
com um cateter de triplo limen 7Fr e conectada a transdutores TruWave
(Edwards Lifesciences, Irvine, CA, USA) para mensuracdo da pressao
arterial média (PAM) (HP Merlin monitor multiparamétrio Hewlett Packard,
Palo Alto, CA, USA) e coleta de amostras arteriais para analise gasométrica.
A frequéncia cardiaca (FC) e eletrocardiograma (ECG) foram registrados
utilizando MP150 Starter Sustem (Biopac Systems Inc., CA, USA). A veia
femoral esquerda foi canulada com uma sonda de poliuretano 12Fr para
coleta de sangue e transfusdo de cHem. A normotermia corporal central foi
mantida utilizando-se colchdes aquecidos durante o experimento. Ao final do
experimento, 0os suinos do protocolo experimental foram eutanasiados sob
anestesia com uma dose intravenosa letal de cloreto de potassio. Os suinos
utilizados como doadores foram acordados da anestesia sobre monitoragéo
para serem utilizados em outro experimento do grupo de pesquisa.

Critérios de exclusdo do experimento: animais com sinais de infecgéo,
analise gasométrica sanguinea alterada e reac¢do positiva na prova cruzada

pré-transfusional.
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4.3 Hemorragia e Protocolo de Reanimacao

Todos os animais foram submetidos a choque hemorragico
controlado, induzido pelo sangramento controlados, objetivando uma PAM
de 30 mmHg a 40 mmHg e saturacdo de oxigénio venoso central (ScvO2) <
45% em 25 minutos. Se necessario, aliquotas de 50 mL de sangue poderiam
ser removidas para se assegurar que O mesmo grau de choque
hipovolémico fosse alcancado antes do inicio da reanimacgdo. Os animais
foram alocados nos grupos de acordo com a disponibilidade da bolsa, para
receber uma das seguintes transfusbes: cHem armazenado por 21 dias
(grupo CHEM 21); cHem armazenado por 21 dias lavado imediatamento
antes da transfuséo (grupo CHEM L) e cHem armazenado por 5 dias (grupo
CHEM 5). Os cHem foram aquecidos para 36 °C em banho maria e
transfundidos em uma taxa de 100 mL/min, via uma seringa plastica de 50
mL de manipulacdo manual, através da sonda de poliuretano 12F inserida
na veia femoral esquerda. A reanimacéao foi realizada em processo de duas
etapas, primeiro com concentrado de hemécias e em seguida com Ringer
lactato (RL). O volume de concentrado de hemacias transfundido foi
calculado como: cHem transfundido (mL) = volume de sangue retirado do
animal para produzir choque (mL) x hematdcrito basal do animal (%) /
hematdcrito do cHem (%). O volume infundido de RL foi calculado como: RL
(mL) = 2x [sangue retirado do animal (mL) — cHem transfundido na primeira
etapa (mL)]. Os animais ndo foram submetidos a nenhuma outra medida de

reanimagao.
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4.4 Coleta, Armazenamento e Preparacado do Sangue

O sangue total foi coletado dos suinos doadores higidos
anestesiados, conforme anteriormente descrito, sob condicfes estéreis,
seguindo-se as diretrizes para coleta e armazenamento de sangue humano,
e diretrizes para processamento de sangue animal. Um hematologista
certificado e veterinarios supervisionaram todos os procedimentos. Nos
doadores de sangue, a artéria femoral esquerda foi canulada com uma
sonda de poliuretano 12F conectada a uma bolsa dupla de transfusao de
sangue (Baxter Healthcare, Deerfield, IL, USA) contendo citrato-fosfato-
dextrose com adenina (CPDA-1). As heméacias foram isoladas da fracdo de
plasma pela centrifugacédo a 4,500 rpm por 3 minutos a 22 + 2 °C (RC3BP
Plus Sorval Centrifuge, ThermoScientific, Alemanha), seguida pelo descarte
do plasma. Os cHem foram armazenados a 4 °C (REB-404-D Revco
Refigerator, Asheville, NC, USA) por 5 ou 21 dias. A lavagem poOs-
armazenamento por 21 dias foi realizada duas vezes imediatamente antes
da transfusao, adicionando um volume igual de solug&o salina normal 0,9%
a unidade de cHem selecionada e centrifugacdo (ST40R Sorvall Centrifuge,
Thermo Scientific, Asheville, NC, EUA) a 4500 rpm por 3 minutos, o
sobrenadante foi descartado. Antes de cada transfusdo, amostras de sangue
foram adquiridas dos concentrados de hemacias para um teste de reacao
cruzada com o sangue do receptor. Apés a doacdo do sangue 0S animais
foram acordados para serem utilizados em outro experimento do grupo de

pesquisa.
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4.5 Observacédo e Mensuracdes

Dados hemodindamicos e amostras de sangue foram avaliadas no
momento basal, choque e aos 2,5; 5; 10; 20 e 30 minutos (Rz25, Rs, R10, R20 €
Rso, respectivamente) apos inicio da transfusdo de cHem. Os dados
hemodinamicos compreenderam FC, ECG, PAM e PVC. As amostras de sangue
arterial dos animais e dos cHem foram analisadas (ABL800Flex Radiometer
Analyzer, CO, Dinamarca) para gasometria (utilizando seringa com heparina litica
pronta), pH, bicarbonato (HCO3), excesso de base (BE), potassio arterial (Ka),
cloro, sodio, célcio ionizado (iCa), lactato, glicose e hematdcrito (Hct). Sangue

venoso central foi coletado para andlise de ScvO:2 e potassio (Kv).

4.6 Anédlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com um software Estatistico R para
Windows, versdo 2.12. Os valores foram apresentados como média + DP. A
andlise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) de uma via foi realizada
se os requisitos de normalidade e homogeneidade das variancias fossem
satisfeitos, ou o teste Kruskal-Wallis se apenas a homogeneidade fosse
satisfeita, e testes post hoc paramétricos ou ndo-paramétricos de Tukey foram
aplicados. O teste de Tukey ndo-paramétrico foi utilizado em casos em que
nem a normalidade e nem a homogeneidade foram satisfeitos. O teste t-
Student ou Mann-Whitney foram realizados para se avaliar as diferencas entre
dois grupos. A sobrevivéncia foi analisada utilizando-se curvas Kaplan-Meier
com teste Logrank. O nivel de significancia foi estabelecido para 0,05.

A amostra foi baseada em estudos anteriores realizados pelo mesmo

grupo de pesquisa envolvido (LIM 37).
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5.1 Dados Demograficos do Estudo

Quarenta e oito suinos da raca Large White higidos, machos,
pesando de 20 kg a 30 kg, foram utilizados no estudo. Peso corporal dos
animais variou entre 26,0 + 2,6 kg no grupo CHEM 21 e 25,3 + 1,67 kg no
grupo CHEM 5; 26,8 + 2,49 kg no grupo CHEM L. O volume retirado variou
entre 48,99 + 4,94 mL no grupo CHEM 21; 49,78 + 5,16 mL no grupo CHEM
5; 48,51 + 6,59 mL/kg no grupo CHEM L (os dados compeltos dos animais

estdo disponiveis no Anexo B).

5.2 Qualidade dos Concentrados de Heméacias Armazenamento por 21
Dias

O pH, BE, HCOg, sodio, glicose e pressao parcial de oxigénio quando

hemoglobina estd 50% oxigenada (P50) diminuiram significativamente nos

CHEM 21 comparadas aos CHEM 5 (P < 0,05) (Tabela 1). Houve um

aumento significativo nos niveis de K* (Gréfico 1) e lactato nos CHEM com

21 dias de estocagem comparado aos estocados por 5 dias (P < 0,05).
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Tabela 1 - Eletrélitos, glicose, pH, bicarbonato e gases sanguineos nas

bolsas de concentrado de hemacias

Ht (%)

pH

BE (mEg/L)
HCOs (umol/L)
Cloro (pmaol/L)
Sadio (umol/L)

Potassio (mEqg/L)

iCa (mL/dL)

Lactato (mL/dL)
Glicose (mL/dL)

SOz (%)

PO2 (mmHg)
PCO2 (mmHg)
P50 (mmHgQ)

CHEM 5
58,23 +7,35
6,87 + 0,09%t
-10,1 + 4,43t
22,34 + 3,45t

85,5+ 3,82

137,38 £ 4,31t

11,12 + 1,997
0

57,38 + 22,121
467,62 + 33,88t

8397 +7,2

83,64 + 8,51%
130,38 + 19,96

47 + 67

CHEM 21
64,08 + 8,14
6,68 + 0,08
-18,74 £ 2,34
15,79+ 2,34
91,0+ 6,52

105,38 + 7,95

24,75+ 3,21
0

164,75 + 20,49
289,25 + 52,86
70,96 + 23,17
49,23 £ 22,61

140 + 28,33
39,51+ 7,37

CHEM L
63,49 + 13,35
6,75 + 0,06
-27,29 £ 1,65*
4,08 + 1,28*
138,62 + 6,57*
146,62 + 8,4*
7,47 +157*
1,44 +0,28*
60,5 £ 12,241
26,38 + 13,26*
74,78 + 11,41
48,46 = 9,57
30,35+ 6,72*
31,75+ 3,1*

P
NS
0,001
0,015
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
0,002
NS
0,004
< 0,001
< 0,001

cHem 5, concentrado de hemacias estocadas por 5 dias; cHem 21, cHem estocadas por
21 dias; cHem L, cHem estocadas por 21 dias e lavadas antes da transfusdo; Ht,

hematocrito; BE, excesso de base; HCOs,

bicarbonato;

iCa, calcio i

onizado; SO,

saturacdo oxigénio (%); PO2, pressdo parcial de oxigénio (mmHg); PCOz, presséo parcial
de didxido de carbono (mmHg); P50, pressdo parcial de oxigénio quando hemoglobina
estd 50% oxigenada (mmHg). *significa diferente de CHEM 5 e CHEM 21, Tsignifica
diferente de CHEM 21, # significa diferente de CHEM L. Valores expressos como média +

desvio padrao.

Grafico 1 - Box-plot da distribuicdo das concentragcfes de potassio
nos concentrados de hemécias
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cHem 5, armazenado por 5 dias; cHem 21, armazenado

por 21 dias e cHem L, armazenado por 21 dias e lavado

antes da transfusao, *P < 0,001 vs. CHEM 5 e CHEM L,

#P = 0,015 vs. CHEM 5.
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5.3 Qualidade dos Concentrados de Hemécias Estocados por 21 dias
apo6s Lavagem

As concentracgdes de K*, BE, HCOs, glicose e presséo parcial de gas
carbonico (PCOz2) diminuiram significativamente nas unidades de cHem apos
a sua lavagem. Os niveis de iCa, cloro, e sodio aumentaram
significativamente nas cHem apds a lavagem comparado com os niveis pré-
lavagem (Tabela 2). Nos CHEM L os niveis de K* (Gréafico 1), BE, HCOsg,
glicose, PCO:2 e P50 foram significativamente menores comparados com 0s
CHEM 21 e CHEM 5 e o nivel de lactato foi significativamente menor no
CHEM L comparado ao CHEM 21, porém nao diferente do CHEM 5 (Tabela

1),

Tabela 2 - Eletrélitos, glicose, pH, bicarbonato e gases sanguineos nas
bolsas heméacias lavadas antes e ap6s a lavagem

Pré-lavagem Pés-lavagem P
Ht (%) 64,76 £ 7,44 63,49 + 13,35 NS
pH 6,76+ 0,05 6,75 + 0,06 NS
BE (mEq/L) -15,24 + 2,82 -27,29 + 1,65 < 0,001
HCOs (umol/L) 18,48 £ 2,8 4,08 +1,28 < 0,001
Cloro (umol/L) 92,0+ 5,55 138,62 + 6,57 < 0,001
Saédio (umol/L) 109,12 + 11,53 146,62 + 8,4 < 0,001
Potéssio (mEq/L) 24,95 + 4,26 7,47 + 157 < 0,001
iCa (mL/dL) 0 1,44 +0,28 < 0,001
Lactato (mL/dL) 128,5 + 28,49 60,5+ 12,24 < 0,001
Glicose (mL/dL) 318,25 + 98,24 26,38 + 13,26 < 0,001
SO2 (%) 67,72 £ 12,32 74,78 £ 11,41 NS
POz (mmHg) 44,14 + 7,62 48,46 + 9,57 NS
PCO2 (mmHg) 136,88 + 19,94 30,35 +6,72 < 0,001
P50 (mmHg) 33,11+ 3,42 31,75+ 3,1 NS

Ht, hematdcrito; BE, excesso de base; HCOs, bicarbonato; iCa, célcio ionizado; SOz,
saturacdo oxigénio (%); POz, pressdo parcial de oxigénio (mmHg); PCO2, presséo
parcial de diéxido de carbono (mmHg); P50, pressdo parcial de oxigénio quando
hemoglobina estd 50% oxigenada (mmHg). Valores expressos em média + desvio
padréo.
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5.4. Hemodinamica, Oxigenacédo Sistémica e Homeostase do Potassio
ap6s Choque Hemorragico

N&do houve diferencas significativas no peso corporal dos animais
entre grupos (26,0 + 2,6 kg no grupo CHEM 21 e 25,3 £ 1,67 kg no grupo
CHEM 5; 26,8 £ 2,49 kg no grupo CHEM L). Nao foram observadas
diferencas no volume de sangue removido para induzir o choque
hemorragico entre grupos (48,99 = 4,94 mL no grupo CHEM 21; 49,78 *
5,16 mL no grupo CHEM 5; 48,51 £ 6,59 mL/kg no grupo CHEM L). Nos trés
grupos, o choque hemorragico induziu um aumento significativo na FC e
uma diminuicdo significativa na PAM e PVC, comparado ao Basal (P < 0,01;
Grafico 2 e Tabela 3). No tempo Choque, antes da transfusao, as alteracfes
hemodindmicas foram acompanhadas por um aumento marcante no K*
sérico nos trés grupos, o que consistiu de um aumento geral no K* sérico
médio de 3,00 + 0,9 mEg/L, correspondendo a 79% de aumento em relacéo
ao Basal, sem diferenca entre os grupos (Tabela 2). A hiperpotassemia no
choque nao foi acompanhada por uma diminuic&o significativa no pH, apesar
do comprometimento significativo aos marcadores de hipoperfuséo tecidual
(ScvO2, BE e lactate) (P < 0,001) (Tabela 3 e Grafico 3). O choque
hemorragico induziu um aumento significativo no lactato e uma reducéo
significativa a SVcO2 e no EB plasmaticos nos trés grupos comparados ao
Basal, porém sem diferencas entre os grupos (P < 0,05; Tabela 3). No
Choque a glicose apresentou aumento significativo nos grupos CHEM 21 e
CHEM L e o iCa apresentou diminuigdo no grupo CHEM L, porém néo foram

observadas diferencas entre grupos no choque.
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Grafico 2 - Pressao arterial média do momento basal até 30 minutos
apos a transfuséao
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Choque representa PAM de 30 mmHg a 40 mmHg com saturagdo venosa
central de oxigénio < 45%. 2.5, 5, 10, 20 e 30 representam ressuscitacdo aos
2,5, 5, 10, 20 e 30 minutos apds transfusdo com cHem; cHem 5, armazenado
por 5 dias; cHem 21, armazenado por 21 dias e cHem L, armazenado por 21
dias e lavado antes da transfusédo, *P < 0,05 vs. basal, TP < 0,05 vs. choque, #P
= 0,05 vs. CHEM 21 e *P < 0,05 vs. CHEM L.
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Tabela 3 - Parametros hemodinamicos e laboratoriais

Tempo (min) ap6s transfuséo

Grupo Basal

CHEM5 83(51) 33(54)* 59 (124)* 80(145" 96(11,7)* 97 (11,8)* 86 (11,3)*

(n':n’m"g) CHEM 21 84(188) 36(L4) 41(20,2 64(87) 83(108) 104 (144) 100 (17,4)
CHEML 93(146) 34(33) 50(9,0 61 (144 88(17,1) 109(12,9) 104 (8,6)
CHEM5 106 (17) 242 (16)* 202 (23)* 181 (24)* 161 (17) 167 (23} 180 (21)*

(pr%) CHEM 21 124(28) 258(20) 162(87)  219(50)  210(48)  195(39) 198 (40)
CHEML 123(38) 246 (9)* 224(12)* 209 (17)* 187 (26)* 183 (36)* 182 (3L)*
CHEM5 7(1) 2@5* 5@8* 5(13* 618"  6(5  5(L3)F

(n'?r:]’ﬁg) CHEM21 6(1,00 3(L4¢ 519" 4(1,0) 6 (1,3) 6 (0,8) 5 (0,6)
CHEML 7(17) 3(L2* 4(@2* 5@10*  6(13  6(L7)*  6(L5*

CHEM5 283(29) 259(26)* 37,6(53)* 345(3,0* 291(25)* 27.7(46) 29,0 (4,0)
Ht(%) CHEM21 29,1(24) 265 (1,8)* 343 (23)* 34,3(3,0) 267(4,6) 267(124) 27,8(19)
CHEML 295(3,2) 27,3(23)* 39,1(44)* 366(3,9)* 327(34) 29235 292(46)

CHEM5 64(83) 14(8,0)* 37 (180)* 47(19,3) 58(18,9) 54(24,3) 54 (23,1)

SVO;

o) CHEM21 65(17.2) 18(130) 30(114) 44(88) 54(107)  64(7,0) 61 (9,0)

CHEML 75(151) 22(6,3)* 28(11,0* 31(127)* 51(23,8* 67(15  67(10,3)
CHEM 5 7,45 (0,04) 7,49 (0,08) 7,27 (0,08)* 7,23 (0,07)* 7,22 (0,08)* 7,25 (0,08)* 7,30 (0,09)*
pH  CHEM21 7,44 (0,07) 7,40 (0,11) 7,19 (0,10)* 7,18(0,13) 7,16(0,12) 7,16 (0,12) 7,20 (0,11)
CHEM L 7,42 (0,06) 7,44 (0,05) 7,23 (0,08)* 7,21 (0,10)* 7,16 (0,09)* 7,16 (0,06)* 7,21 (0,05)*
CHEM 5 4,70 (1,77) 2,03 (1,80)* -6,0 (5,05)* -6,47 (5,23)* -6,25 (3,73)* -4,80 (4,49)* -2,79 (4,49)*

BE

(mEgl)y CHEM 21 3,56 (1,58) 055 (2,97)* 7,74 (4,51)* 6,92 (5,67) -7,05(3,92) -6,50 (4,64) 5,33 (4,36)

CHEM L 5,59 (1,56) 2,16 (1,35)* -9,20 (3,55)* -8,20 (6,82)* -8,80 (3,29)* -6,54 (2,48)* -5,06 (2,26)*

CHEM5 14,0 (4,1) 55,1 (23,3)* 69,1 (24,6)* 86,4 (27,6)* 87,6 (20,4)* 76,4 (20,8)* 64,1 (23,1)*
Lactato

(mi/dy CHEM21 16,9(62) 546 (24.0) 79,4 (200)* 835(258) 89,8(189) 863 (19.6) 77,0(145)

CHEML 165 (3,7) 550 (9,5)* 72,8(13,4)* 80,7 (11,3)* 90,6 (23,2)* 86,0 (14,1)* 79,4 (14,8)*

CHEM 5 86 (17) 138(108) 158 (127)* 121 (77)' 102 (62) 98 (62) 99 (50)
Glicose

(mjdL) CHEM21 102(20) 230(131) 247 (143 286(127) 236(110) 195(83) 186 (76)

CHEML 104 (19) 229 (103)* 244 (133)* 249 (115)* 177(98)  142(74) 133 (66)

CHEM 5 3,75 (0,27) 7,06 (0,95)* 5,40 (0,88)* 4,20 (0,37)*" 3,51 (0,34)! 3,30 (0,34)*" 3,24 (0,21)*
(mEq,L) CHEM 21 3,86 (0,37) 6,54 (0,84)* 9,57 (3,38)* 5,43 (0,46) 4,25(0,50) 3,80 (0,24) 3,73(0,25)
CHEML 3,83(0,26) 7,15 (1,66)* 6,54 (2,29)*! 5,81 (2,64)* 4,80 (2,26) 3,48 (0,28)* 3,40 (0,28)*

CHEMS5 4,85 (0,27) 4,91 (0,25) 3,71 (0,52)* 4,19 (0,43)* 4,48 (0,29) 4,56 (0,27)** 4,62 (0,31)*
() CHEM2L 477(031) 484(0.33) 374 (049" 429(038) 47L(024) 488(016) 493(0.16)

CHEML 5,04 (0,19) 4,86 (0,14)* 4,78 (0,16)*' 4,80 (0,15)* 4,86 (0,07)* 4,94 (0,18) 4,93 (0,19)

cHem 5, concentrado de hemaécias estocadas por 5 dias; cHem 21, cHem estocadas por 21 dias; cHem L, cHem
estocadas por 21 dias e lavadas antes da transfusdo; PAM, pressdo arterial média (mmHg); FC, frequéncia cardiaca
(batimentos/min); PVC, pressédo venosa central (mmHg); Ht, hematdcrito (%); SVcO2, saturagdo venosa central de
oxigénio (%); BE, excesso de base (mEqg/L); lactato (mg/dL); K*, potassio (mEg/L); iCa, célcio idnico (mg/dL); Choque
representa PAM de 30 mmHg a 40 mmHg com saturagdo venosa central de oxigénio < 45%; Rz, Rs, Rio, R20 € Rao,
medidas 2,5, 5, 10, 20 e 30 min apos inicio da transfusdo com CHEM. *P < 0,05 vs. basal, *P < 0,05 vs. CHEM L, TP <
0,05 vs. CHEM 21, células cinzas indicam P < 0,05 analise Choque vs. Rz2s. Valores expressos como média (desvio
padréo).
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Gréafico 3- pH arterial do momento basal até 30 minutos apds a

transfuséao
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Choque representa PAM de 30 mmHg a 40 mmHg com saturagdo venosa
central de oxigénio < 45%. 2.5, 5, 10, 20 e 30 representam ressuscitagdo aos
2,5, 5, 10, 20 e 30 minutos ap6s transfusdo com cHem; cHem 5, armazenado
por 5 dias; cHem 21, armazenado por 21 dias e cHem L, armazenado por 21
dias e lavado antes da transfuséo, *P < 0,05 vs. basal e TP < 0,05 vs. Choque.
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5.5 A Transfusdo de Concentrado de Hemacias Estocados por 5 e 21
dias e o Célcio lonizado

A transfusdo de cHem armazenadas por 5 e 21 dias promoveu

diminuicao imediata e significativa do calcio ionizado nos 2,5 minutos apos a

transfusdo, sem diferenca entre os grupos (Gréafico 4, Tabela 2). O nivel

sérico do calcio ionizado permaneceu diminuido em relacédo ao basal até o

final do experimento no grupo que recebeu cHem armazenado por 5 dias.

Grafico 4 - Calcio ionizado arterial do momento basal até 30 minutos
apos a transfuséo
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Choque representa PAM de 30 mmHg a 40 mmHg com saturagdo venosa
central de oxigénio < 45%. 2.5, 5, 10, 20 e 30 representam ressuscitacdo aos
2,5, 5, 10, 20 e 30 minutos apds transfusdo com cHem; cHem 5, armazenado
por 5 dias; cHem 21, armazenado por 21 dias e cHem L, armazenado por 21
dias e lavado antes da transfuséao, * P < 0,05 vs. basal, tP < 0,05 vs. Choque, #P
= 0,05 vs. CHEM 21 e*P < 0,05 vs. CHEM L.
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5.6 A Transfusdo de Concentrados de Hemacias Lavadas Relacionado
ao Potéassio e ao Calcio lonizado

No grupo CHEM L nado houve alteracdes significativas no K sérico e

em R10 o K sérico voltou aos niveis basais (Tabela 2 e Gréfico 2). O iCa

sérico ndo mudou apos a transfusdo e nenhum nivel de hipocalcemia foi

detectado. Todos os animais deste grupo sobreviveram (Gréafico 5).

Gréfico 5 - Potassio arterial do momento basal até 30 minutos apés a

transfusao
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Choque representa PAM de 30 mmHg a 40 mmHg com saturacdo venosa
central de oxigénio < 45%. 2.5, 5, 10, 20 e 30 representam ressuscitacdo aos
2,5, 5, 10, 20 e 30 minutos ap0s transfusdo com cHem; cHem 5, armazenado
por 5 dias; cHem 21, armazenado por 21 dias e cHem L, armazenado por 21
dias e lavado antes da transfusdo, *P < 0,05 vs. basal, P < 0,05 vs. Choque e
#P = 0,05 vs. CHEM 21.
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5.6 Transfusdo de Concentrados de Hemacias Estocados a 21
Associado a Dosagem de K Arteriovenoso-central,
Hiperpotassemia, Arritmia e Morte

Aumento significativo no K* sérico durante a transfusdo de sangue so
ocorreu no grupo CHEM 21. Em R2;5, 0 aumento foi de 148% comparado ao
momento basal (P < 0,05) e de 46% em relacdo ao momento choque,

alcancando os valores de K* de 9,57 + 3,38 mEqg/L (Tabela 2 e Grafico 5). A

diferenca arteriovenosa-central de K* (DAVK) aumentou imediatamente apds

a transfusdo no grupo CHEM 21 (2,2 £ 2,59 mEg/L) comparado ao grupo

CHEM 5 (-0,01 + 0,50 mEq/L), P = 0,046 (Grafico 6).

Gréfico 6 - Diferenca arteriovenosa-central de potassio do momento
basal até 30 minutos apos a transfusao
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Choque representa PAM de 30 mmHg a 40 mmHg com saturagéo
venosa central de oxigénio < 45%. R2s, Rs, Ri, R2 € Razo
representam ressuscitagdo aos 2,5, 5, 10, 20 e 30 minutos apds
transfusdo com cHem; cHem 5, armazenado por 5 dias; cHem 21,
armazenado por 21 dias e cHem L, armazenado por 21 dias e lavado
antes da transfusdo. *P < 0,05 vs. basal, #P < 0,05 vs. CHEM L, and
SP < 0,05 vs. choque e *P < 0,05 vs. interacédo choque-R2,5 CHEM L.
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Estas alteracbes foram seguidas pelo desenvolvimento de um padrao
eletrocardiografico semelhante imediatamente apdés a transfusdo que
consistiu em taquicardia ventricular polimorfica com alargamento progressivo
do QRS evoluindo com ritmo sino ventricular com progressao rapida para
fibrilacdo ventricular e atividade elétrica sem pulso e morte (Figura 1). Quatro
dos oito animais que receberam cHem 21 morreram nos primeiros 5 minutos
de transfusdo (Grafico 7). Estes animais, ndo-sobreviventes, apresentaram
niveis significativamente mais elevados de K sérico (12,55 + 1,57 mEQ/L) e
arteriovenosa-central de K* (4,53 £ 2,16) comparado aos sobreviventes (K:
6,60 + 0,82 mEq/L, P = 0,029; DAVK: 0,45 £ 0,87, P = 0,017). Os animais
nao-sobreviventes apresentaram niveis de iCa significativamente mais
baixos (3,40 £ 0,42 mg/dL) em Rz5 comparado aos sobreviventes (iCa: 4,09

+ 0,26 mg/dL, P = 0,030; Grafico 8).
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Taquicardia ventricular polimérfica com rapida evolugao para atividade elétrica sem pulso.

Figural - Padréo eletrocardiografico das arritmias ventriculares cardiacas
induzidas pela transfusdo de concentrado de hemécias com 21 dias de
armazenamento nos quatro animais ndo-sobreviventes
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Gréafico 7 - Curva de Kaplan-Meier para 30 minutos apos transfusao
com concentrado de heméacias
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cHem 5, armazenado por 5 dias; cHem 21, armazenado por 21 dias e cHem
L, armazenado por 21 dias e lavado antes da transfusdo. * P < 0,025.

Grafico 8 - Niveis arteriais de potassio e calcio ionizado nos animais
sobreviventes e ndo-sobreviventes nos 2,5 minutos apés a
transfusdo com cHem armazenadas por 21 dias
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5.7 A Transfusé@o de Concentrado de Heméacias Armazenada por 5 Dias

No grupo CHEM 5, o K* e iCa séricos diminuiram significativamente a
partir do choque. Comparado ao choque, o iCa sérico no grupo CHEM 5
diminuiu alcancando niveis hipocalcémicos em Rz25, Rs e Rio (Tabela 2 e
Grafico 4). Estas alteracfes ndo foram seguidas por arritmias ou morte em
nenhum animal deste grupo.

O K* sérico a partir do choque até o final do experimento, diminuiu
progressivamente no CHEM 5, alcancando niveis de hipopotassemia a partir
de Rio (Tabela 2 e Gréfico 5). Do momento do choque até o final do
experimento os niveis de K* foram sempre menores no grupo CHEM 5
comparado ao CHEM 21 (Tabela 2 e Gréfico 5).

Ao final do experimento, o hematdcrito ndo apresentava diferenca
com o basal entre os grupos. O volume de cHem administrado no periodo de
ressuscitacdo entre grupos (455 + 222 mL no grupo CHEM 21 e 606 + 137
mL no grupo CHEM 5) e de RL (1180 + 698 mL no grupo CHEM 21 e 1.300

+ 245 mL no grupo CHEM 5) néo apresentou diferenca entre 0s grupos.
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Os principais achados do estudo foram que o choque hemorragico
compromete a homeostase do potassio; a transfusdo rapida de cHem
armazenado por 21 dias na reanimacao volémica do choque hemorragico foi
associada a hipercalemia e hipocalcemia, que resultou em arritmias
cardiacas complexas como taquicardia ventricular polimorfica seguida de
parada cardiaca em metade dos animais, e, que estes efeitos foram
prevenidos pela administracdo de cHem armazenado por 21 dias lavado.

No presente estudo, a quebra na regulacdo da homeostase do K*
ocorreu durante o periodo de choque, antes do inicio da transfusdo. A
hipercalemia ocorreu mesmo antes das alterac6es de pH arterial, sendo que
a transfusdo de sangue armazenado por 21 dias foi associada a um
aumento ainda maior no K* sérico. Em modelo suino de choque
hemorragico, testando varias estratégias de ressuscitacdo, estudo anterior
do mesmo grupo®® demonstrou que a hiperK* acompanha precocemente o
choque hemorragico e o valor plasmatico do potassio se correlacionou
fortemente com a mortalidade precoce dos animais. Em experimentacéo
animal subsequente, desenhada para estudar os niveis de potassio durante
a hemorragia aguda, demonstramos que 0s hiveis de potassio se
correlacionaram com a deterioracdo hemodindmica e com a gravidade dos

marcadores classicos de hip6xia tecidual?®. Trés mecanismos sdo
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reconhecidos como participantes no desequilibrio da homeostase do
potassio durante a isquemia: 1) efluxo celular de potassio aumentado, 2)
influxo celular de potassio diminuido e 3) diminuicdo do espaco
extracelular*®4’, Apesar de evidéncias experimentais sugerindo que a bomba
Na'/K*-ATPase encontra-se inibida durante a isquemia e, logo, é um
mecanismo participante na diminuicdo do influxo celular de potassio*48 a
ativacao dos canais de potassio ATP-sensiveis (Katp) é considerada como o
mecanismo primario pelo qual o efluxo de potassio aumenta durante a
isquemia e, consequentemente, contribui para 0 aumento nos niveis séricos
de potassio*’49:50,

Durante o periodo de armazenamento do sangue, as hemacias
passam por inumeras alteracfes bioquimicas e estruturais que reduzem sua
viabilidade, resultando em um aumento linear na concentracdo de K* no
sobrenadante dos concentrados de hemaécias ao longo do tempo'2. Neste
estudo, 21 dias de estocagem aumentou em mais de duas vezes a
concentracdo de potassio nos cHem em relacdo ao armazenamento por 5
dias. A transfusdo de cHem estocadas por maior tempo pode causar aumento
critico nos niveis de K* sérico, porém mais comumente este fato ndo ocorre
pois ocorre normalizacdo quando a taxa de administracdo é reduzidal®;
entretanto, a redistribuicdo intracelular de K* depende de um adequado
volume de sangue circulante e débito cardiaco!® ambos os quais se
encontram baixos no choque hemorragico. Nos CHEM 21, a concentracdo de
K foi 24,75 = 3,21 mEqg/L, que é bem acima dos 10 mEg/L requerido para

produzir hiperpotassemia em condicdes de débito cardiaco baixo?.
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Os cHem possuem um tempo de estocagem aceitavel de 42 dias e,
por isso, o uso de hemacias neste periodo € permitido, apesar de sua
associacdo a um maior risco de mortel3. Apesar de muitos ndo estarem
atentos ao conteudo de K* antes da transfusdo, ndo se pode negligenciar
uma associacao entre a transfusao de sangue e a hipercalemia. Aboudara et
al.??> encontraram, em trauma sem esmagamento, que 38,5% dos pacientes
transfundidos desenvolveram hipercalemia (K > 55 mEqg/L) e que a
transfusdo de altos volumes de cHem foi o Unico preditor independente de
hiperpotassemia. Perkins et al.>! relataram que a hipercalemia, encontrada
em 29% dos pacientes de trauma sem esmagamento na UTI, foi
independentemente associada a transfusdo de sangue. Au et al.>? néo
encontraram associacdo entre a hiperpotassemia e a transfusdo macica em
trauma sem esmagamento, apesar da alta incidéncia de hiperpotassemia no
grupo massivamente transfundido. No presente estudo, a hiperpotassemia
mostrou ser uma alteracao precoce durante a transfusédo de sangue, o qual
foi seguida por hipopotassemia ap6s 30 minutos da ressuscitacdo. A
reducao tardia nos niveis de K* sérico pode mascarar um aumento precoce
de K* em amostras de sangue analisadas em pacientes em sua chegada
nos hospitais, tornando-se dificil se verificar uma associacdo entre a
hiperpotassemia e a transfusédo de sangue.

No presente estudo, a transfusdo de cHem armazenados por 21 dias
causou um aumento agudo no K* sérico de 46% nos primeiros 2,5 minutos de
transfusdo. Os quatro animais que apresentaram parada cardiaca,

demonstraram um aumento no K* sérico de 90% associado a uma diminuicdo
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de 26% no iCa sérico. Apesar dos niveis de K* aumentar em todos 0s grupos
no choque, apenas no grupo transfundido com cHem armazenado por 21 dias
apresentou aumento adicional nos niveis de K* durante o periodo
transfusional. Cinco minutos apos a transfuséo, o K* sérico encontrava-se em
niveis pré-transfusionais, diminuindo progressivamente até alcancar o0s
menores niveis aos 30 minutos de ressuscitacdo, quando 0s animais
tenderam a apresentar hipocalemia. Apesar desta hipercalemia transfusional
ter sido relatada e estudos clinicos, a hipercalemia transitoria demonstrada em
nosso estudo pode ser uma explicacdo para a atencdo escassa para esta
complicacéo transfusional letal®5354,

Em decorréncia do mecanismo multifatorial da HiperK* é plausivel que
outros fatores importantes possam atuar sinergicamente ou potencializar a alta
concentracdo de K* dos cHem. O aumento na diferenca arteriovenosa-central
de K* transfusional demonstrado no presente estudo pode ter como explicacao
a ocorréncia de hemdlise intravascular dos cHem com maior tempo de
estocagem. Com aumento da sua fragilidade, estas hemacias com maior tempo
de estocagem, irreversivelmente deformadas, podem sofrer hemdlise durante
sua passagem pela circulacdo pulmonar. Este fato pode explicar a maior
concentracdo de K* encontrada no sistema arterial da circulacdo do que no
sistema venoso. A transfusdo se fez por acesso da veia femoral sendo que,
caso nao ocorresse hemolise no territério pulmonar, o sistema venoso deveria
apresentar a maior a concentracdo de K*. A transfusdo de cHem estocados por
5 dias néao foi seguida por tal alteracdo, e o grupo CHEM 5 n&o apresentou um

aumento na diferenca arteriovenosa de K*.
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Vraets et al.'? utilizando um modelo matematico para estudar as
alteracdes do K* sérico durante a transfusdo de sangue, sugeriram que em
um adulto de 70 kg euvolémico, a mistura de volume plasmatico total com
sobrenadante de uma unidade cHem com concentracdo de K* de 45 mEq/L,
aumenta os niveis de K* em 47%, e em um bebé prematuro de 500 g, a
mistura de sobrenadante de 15 mL/kg de cHem aumenta os niveis de K* em
92%. Teoricamente, assumindo-se que nao ha desvio de K* intracelular, a
HAT pode ocorrer com volumes padrdes de transfusdo de sangue, tais como
um unico volume de transfusédo, principalmente em criangas. Aplicando-se o
modelo matematico de mistura plasma/sobrenadante de Vraets et al.'? no
grupo CHEM 21 os animais alcancariam niveis de K* transfusionais de 13
mEg/L, valores equivalentes aos encontrados nos animais nao-
sobreviventes do grupo CHEM 21 que foi de 12,55 mEq/L.

A despeito de niveis de K* maiores de 7 mEqQ/L serem criticos e
exigirem tratamento imediato, no estudo foi identificada a presenca de
concomitante hipocalcemia ionizada transfusional que deve ter contribuido
para a génese das arritmias cardiacas complexas ocorridas e o desfecho
desfavoravel para parada cardiaca que ocorreu em 50% dos animais do
grupo CHEM 21.

O meio de conservacdo CPDA-1 utilizado para se preservar as
hemacias durante a estocagem é capaz de quelar o célcio, o qual pode
induzir uma reducéo critica nos niveis de iCa plasmatico®. Da mesma
forma, no presente estudo, baixas quantidades de iCa foram detectadas

guando as bolsas cHem né&o foram lavadas, independentemente do tempo
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de armazenamento, e ndo foi observada uma diminuicao significativa no iCa
plasmatico apds a transfusdo. A hipocalcemia predispde a instabilidade de
membrana em niveis baixos de K, o que, provavelmente, pode ter
contribuido para o desenvolvimento de HAT. O enxague de CPDA-1 permitiu
um aumento de iCa nas bolsas cHem lavadas (de 0 para 1,44 £ 0,28 mg/dL),
0 que resultou em um menor impacto sobre os niveis de iCa plasmatico apos
transfusdo. Este beneficio foi observado apenas apdés transfusdo de bolsas
lavadas.

LeVeen et al.® publicaram, em 1960, o primeiro estudo de 157 casos
de parada cardiaca em pacientes cirurgicos, dos quais 50 apresentaram
transfusdo de sangue como a uUnica causa. Da mesma forma, no presente
estudo, os quatro animais que tiveram parada cardiaca foram transfundidos
com cHem com alta concentracdo de K*. A transfusdo resultou em um
aumento de 90% no K* sérico, o qual foi acompanhado pelo
desenvolvimento de um padrao eletrocardiografico imediatamente apés a
transfusdo que consistiu em taquicardia ventricular polimérfica com
alargamento progressivo do QRS evoluindo com ritmo sinoventricular com
progressao rapida para fibrilacdo ventricular e atividade elétrica sem pulso.

Interessantemente a taquicardia ventricular polimérfica desenvolvida
nos animais tem caracteristicas semelhantes a Torsade de Pointes (TdP),
sugerindo que a hipomagenesemia e hipocalcemia podem também ter
desempenhado um papel no comprometimento da atividade elétrica
cardiaca. Apesar dos niveis de magnésio ndo terem sido mensurados no

estudo, sabe-se que a hipomagnesemia transfusional € comum e esta
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associada a hipocalcemia em pacientes com sangramento critico
requerendo transfusdo macica®®. O magnésio, assim com o célcio, é quelado
pelo citrato®’, e a infusdo de citrato durante a transfusdo rapida de cHem
diminui o iCa e o magnésio ionizado. O desenvolvimento de TdP durante a
transfusdo rapida com com hipocalcemia pode refletir hipomagnesemia
critica. Este estudo sugere que a arritmia cardiaca transfusional € uma
arritmia complexa, Unica, de fisiopatologia decorrente da interacdo entre a
isquemia miocéardica do choque com as alteragbes secundarias a
hiperpotassemia, hipocalcemia e provavelmente hipomagnesemia.

Apesar das diferencas entre animais e humanos, este achado
eletrocardiografico sugere que o alargamento do complexo QRS e
desenvolvimento de taquicardia ventricular polimérfica, durante a
administracdo rapida de cHem, pode indicar o desenvolvimento de HAT
grave, ocorrendo em conjunto com outros distUrbios eletroliticos, que sem
tratamento apropriado, pode rapidamente progredir para parada cardiaca.

Além dos efeitos nos niveis de iCa e K, a técnica de lavagem também
foi eficaz na reducéo da concentracao de lactato nas bolsas de concentrado
de hemacias. Entretanto, isso ndo teve um impacto sobre o pH dos animais
apos a transfusdo. Todos os animais apresentaram acidemia, independente
da bolsa PRBC que receberam, sugerindo que foi induzida pelo choque
hemorragico e que pode ndo ser revertida pela transfusdo de sangue. A
acidemia é um importante contribuinte do aumento no K sérico apos a
transfusdo, uma vez que causa desvio do K para fora das células. De fato, a

HAT é altamente correlacionada com marcadores de hipdxia tecidual no
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choque hemorragico?. E provavel que apo6s o choque grave, areas distintas
do figado foram lesionadas ou permaneceram anoxicas, uma vez que este é
um dos 6rgados mais acometidos em termos de tensédo de oxigénio tecidual
durante a hemorragia®®. Apesar da reanimagéo, o figado reperfundido foi,
portanto, incapaz de metabolizar o excesso de lactato®® do metabolismo
anaerobico. A suposicdo de que a funcdo hepatica foi comprometida esta
alinhada com o aumento marcante nas concentracées de glicose sanguinea
em todos os grupos apés a transfusdo. A lavagem também foi capaz de
reduzir a carga de glicose das bolsas lavadas; entretanto, isso ndo teve um
impacto sobre os niveis de glicose sanguinea. Além da inibicdo da glicolise,
0 aumento na glicose sanguinea pode também ter sido influenciada pelo
efeito simpético e a resisténcia aguda a insulina hepética apés o choque
hemorragico®®. Independente da causa, a hiperglicemia aumenta a
osmolaridade sérica, 0 que, por sua vez, poderia também ter levado a saida
de K das células e poderia ter contribuido para o desenvolvimento de
hipercalemia.

A qualidade do concentrado de hemacias estocadas a 21 dias lavado
imediatamente antes da transfusdo melhorou significativamente em relacéo
ao concentrado de hemécias armazenado a 21 dias. Apresentou, em
contrapartida, um incremento nos niveis de Cl o que levanta o
guestionamento sobre a qualidade da solucdo de lavagem. Mais estudo nos
mostraram necessarios para testar diferentes solucdes de lavagem e suas

consequéncias para o cHem armazenado.
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A transfusdo de concentrado de hemacia armazenada por 21 dias no
choque hemorragico aumenta o K sérico e diminui o calcio ionizavel os quais
foram associados a arritmias cardiacas graves com rapida evolucao para
parada cardiaca.

A lavagem do concentrado de hemacias estocados a 21 dias antes da
transfusdo diminui a hipercalemia associada a transfusdo e hipocalcemia,
enquanto a bolsa de concentrado de hemécias estocada por 5 dias diminui
apenas a hipercalemia. Ambas estratégias reduzem a incidéncia de parada
cardiaca associada a transfusdo, melhorando a sobrevivéncia imediata na

ressuscitacdo do choque hemorragico.
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Anexo A - Cartas de Aprovacdo da Comisséo de Etica

444z
MEDICINA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

DECLARACAO

Declaramos que o projeto de pesquisa n°® 359/10 intitulado
“Estudo da homeostase do Potissio apés a administracio de
concentrado de hemacias no choque hemorragico: estudo experimental
em porcos” foi aprovado em 15.12.10 por este Comité de Etica em Pesquisa da
FMUSP, apresentado pelo pesquisador resposnivel Dr. Joel Avancini Rocha

Filho do Departamento de Gastroentelogia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de

Satide n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "c").

CEP-FMUSP, 19 de setembro de 2011.

Prof. Dr.Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo



ANEXOS - 54

MEDICINA
ISP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paule, cm 07.11.18 APROVOU ¢ documenio abaixo mencionado para o prolocolo
de pesquisa n® 359/ 10 intitulado “Fstudo da homeostase do potassio apds a
administraciio de concentrado de hemaciasno choque hemorragico:

estudo experimental em porcos”.

Pesquisador Responsivel: Joel Avancini Rocha Fillo

CEUA-FMUSP, 07 dc Novembro de 2018

Dr. Fduarde Pompeu
Coordenador
Comissio de Ftica no Uso de Animais
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Anexo B - Dados isolados com animas do experimento

1 Dados demograficos

Grupo Peso Vol.Ret. mL/kg Vol. Ret.  Obito
1-Chem21 27,50 1.250 45,45 Sim
2-Chem2l1 23,00 1.150 50,00 Sim
3-Chem21 23,00 1.250 54,35 Sim
4-Chem21 24,00 1.050 43,75 Sim
5-Chem21 28,50 1.400 49,12 Nao
6 - Chem?21 30,00 1.650 55,00 N&o
7-Chem?21 25,00 1.250 50,00 N&o
8-Chem21 27,00 1.300 48,15 N&o
Grupo Peso Vol.Ret. mL/kg Vol. Ret.  Obito
1-Chem5 27,00 1.100 40,74 N&ao
2-Chem5 25,00 1.250 50,00 Nao
3-Chem5 24,00 1.100 45,83 N&ao
4 - Chem 5 28,00 1.450 51,79 Nao
5-Chem5 26,00 1.500 57,69 Néao
6 - Chem5 25,00 1.200 48,00 Nao
7-Chem5 24,00 1.300 54,17 Nao
8 - Chem 5 23,00 1.150 50,00 Nao

Grupo Peso Vol. Ret. mL/kg Vol. Ret. Obito
1-ChemL 28,00 1.150 41,07 N&ao
2-ChemL 23,00 1.150 50,00 Nao
3-ChemL 27,00 1.050 38,89 N&ao
4-ChemL 30,00 1.300 43,33 N&o
5-ChemL 25,00 1.250 50,00 N&o
6-ChemL 30,00 1.650 55,00 N&o
7-ChemL 25,00 1.350 54,00 N&o
8 -Chem L 26,00 1.450 55,77 Nao
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2 Grupo CHEM 5

Grupo PAM Basal PAM Shock PAMT2 PAMTRS5 PAMTR10 PAMTR20 PAM TR 30 FC Basal FC Shock FCTR2 FCTR5 FCTR 10 FC TR 20 FC TR 30

0 N o 0o~ WN P
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. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5

Chem 5

.Chem 5
.Chem 5
. Chem 5

Grupo

.Chem 5

Chem 5

. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5

Grupo

. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
.Chem5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5

85 36 52 75 89 73 63 125

82 40 50 77 84 96 79 104

92 35 59 64 98 107 100 86

80 37 72 85 113 91 94 108

75 30 80 110 107 108 93 80

86 28 50 77 101 100 87 124

81 36 66 85 95 93 86 104

86 24 45 65 81 108 89 119
PVC Basal PVC Shock PVCTR2 PVCTR5 PVCTR10 PVCTR20 PVC TR 30 'égigf

5 3 5 4 6 5 5 36

5 0 2 3 2 6 3 36

6 2 3 3 5 4 4 42

8 3 6 5 5 7 6 36

11 5 7 6 8 7 7 33

9 3 6 6 7 9 6 33

6 2 3 5 5 6 6 38

8 1 5 6 6 7 5 34
pH A Basal pH A Shock pHATR2 pHATR5 pHATR10 pHATR20 pHA TR 30 gaHSZI
7,440 7,458 7,269 7,202 7,219 7,301 7,345 7,390
7,501 7,369 7,233 7,242 7,217 7,172 7,233 7,430
7,427 7,438 7,323 7,344 7,261 7,281 7,318 7,400
7,422 7,448 7,167 7,108 7,049 7,094 7,112 7,365
7,492 7,625 7,382 7,252 7,299 7,330 7,394 7,437
7,491 7,495 7,179 7,164 7,179 7,264 7,306 7,436
7,380 7,475 7,267 7,225 7,228 7,262 7,301 7,341

7,444 7,590 7,332 7,274 7,282 7,304 7,386 7,384

229 208 186
261 227 182
222 203 180
242 217 201
250 189 170
250 220 212
258 200 182
222 155 132
ETCO, ETCO, ETCO,
Shock TR 2 TR 5
26 36 43
30 40 41
35 43 41
20 22 27
16 30 35
18 38 40
22 32 38
16 31 36
pHV pHVTR pHV
Shock 2 TR 5
7,256 7,174 7,132
7,253 7,172 7,156
7,321 7,286 7,276
7,231 7,066
7,382 7,284 7,206
7,198 7,137 7,113
7,333 7,247 7,210
7,356 7,229 7,227

166 181 197
179 142 197
129 152 178
150 206 200
158 139 144
180 180 194
158 170 170
167 166 158
ETCO, ETCO, ETCO;,
TR10 TR20  TR30
41 37 36
43 45 45
a7 49 48
32 33 35
38 40 44
42 45 45
38 40 40
35 38 42
pHVTR pHVTR pHVTR
10 20 30
7,156 7,208 7,236
7141 7133 7,157
7235 7,246 7,291
7,014 6995 6,997
7235 7,269 7,321
7141 7,200 7,232
7,209 7,227 7,254
7,252 7231 7,332

continua
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Grupo

. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5

Grupo

.Chem5
. Chem 5

Chem 5

. Chem 5
. Chem 5

Chem 5

.Chem 5
.Chem 5

Grupo

. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5

Chem 5

. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5

PCO2 A
Basal

40,3
37,3
47,4
42,4
36,5
41,6
50,5
39,9
Ht A Basal
29,8
26,7
30,6
253
28,5
33,2
27,5
24,7
K A Basal
3,6
4,0
3,9
34
3,8
3,5
4,2
3,6

PCO2 A
Shock

30,7
37,5
41,7
23,5
21,6
24,5
34,6
23,1

Ht A Shock HHATR2 HtATR5 HtATR10 HtATR20 HtA TR 30

23,8
23,4
27,1
22,3
29,3
28,6
27,2
25,4

K AShock KATR2 KATR5 KATR10 KATR20 KATR30

6,5
6,7
52
6,9
8,0
7,5
8,1
7,6

PCO2 A
TR 2

39,8
48,4
50,8
29,9
32,5
58,9
56,0
39,6

30,5
32,2
34,0
34,3
42,3
43,6
41,6
42,0

6,7
4,8
4,7
5,0
6,9
4,9
53
4,9

continuagdo

PCO2A PCO2ATR PCO2ATR PCO2ATR PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V

TR 5
51,1

46,5
49,0
32,8
49,2
63,0
56,1
43,7

29,2
33,6
34,5
32,6
35,8
37,9
38,5
33,5

4,0
4,3
4,0
4,7
4,3
4,5
4,3
3,5

10
49,0

49,7
56,7
53,9
43,8
60,9
55,0
43,6

27,8
29,0
30,7
25,3
29,3
33,2
30,7
26,8

3,1
3,8
3,6
3,9
3,2
3,5
3,9
31

20
44,3

52,9
58,2
47,6
42,0
53,5
54,3
44,6

24,8
21,3
32,7
35,1
25,6
29,5
28,6
24,3

3,0
3,2
3,3
3,9
3,3
3,0
3,7
3,0

30
41,5

51,5
54,1
49,4
39,8
49,7
53,0
40,3

23,8
25,2
24,3
34,3
29,6
32,1
32,0
30,7

31
3,3
3,2
3,1
3,3
3,0
3,7
3,2

Basal
48,3

47,7
52,8
52,0
44,3
51,3
57,5

48,5

So2V
Basal

72,3
58,0
72,4
69,8
65,8
47,8
61,3

62,5
KV
Basal

3,6
3,9
4,0
34
3,8
3,5
4,2
3,6

Shock TR 2 TR 5 TR 10 TR 20 TR 30
60,5 66,9 70,4 63,0 61,1 59,0
60,0 70,0 71,8 70,3 66,2 67,6
51,1 59,6 64,0 63,6 64,5 58,7
58,8 76,4 78,0 84,5 85,0
48,9 53,2 63,3 56,2 52,3 50,5
63,2 80,2 82,1 73,3 67,6 65,8
56,3 64,1 63,5 62,5 62,7 61,7
50,1 63,7 56,8 50,6 54,6 47,4

SO2V SO2V SO2V SO2V TR SO2V TR SO2V TR

Shock TR 2 TR 5 10 20 30
10,6 19,7 44,4 56,6 36,9 33,8
15,0 24,8 24,9 35,3 50,3 48,6
25,4 68,7 53,4 69,1 71,8 75,7
10,3 15,2 22,3 5,6 10,5
10,9 29,4 56,3 65,6 69,9 64,9

7,2 23,2 50,6 63,6 50,2 49,5
27,9 52,5 75,3 73,6 69,1 67,4
7,2 38,1 59,3 74,3 80,1 79,1
KV KVTR KVTR KVTR KVTR KVTR
Shock 2 ) 10 20 30
5,8 57 4,0 3,2 31 3,2
54 5,0 4,4 3,9 3,4 3,4
4,8 4,8 4,3 3,5 3,4 3,3
7,2 4,5 3,9 3,9 3,8
7,9 7,0 4,3 34 3,4 3,3
8,3 4,7 4,5 3,6 31 31
6,4 57 4,5 4,1 3,8 3,8
7,5 5,4 3,9 3,1 31 33

continua
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Grupo

Ca A Basal CaA Shock CaATR2 CaATR5 CaATR10 CaA TR 20

CaATR 30

Glic A

Basal

Glic A
Shock

TR 2

GlicA Glic A

TR 5

10

conclusao

Glic ATR Glic ATR Glic ATR

. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
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. Chem 5
. Chem 5
Chem 5
. Chem 5
. Chem 5
Chem 5
. Chem 5
. Chem 5

© N o U A W N P

5,40
4,75
5,07
4,95
4,73
4,61
4,69

4,61
Lact A
Basal

23
14
11
12
14
16
12
10

5,36
4,89
513
5,04
4,71
4,79
4,58

4,76

Lact A
Shock

70
68
33
87
34
80
36
33

4,22 4,86 4,95
4,03 4,44 4,67
4,51 4,69 4,77
3,51 3,67 4,50
2,93 3,92 4,28
3,25 4,06 4,26
3,63 3,82 4,15
3,62 4,05 4,29
Lact ATR Lact ATR LactATR
2 5 10
93 102 103
79 87 92
47 46 65
103 137 123
52 79 76
90 102 101
43 67 69
46 71 72

4,99
4,74
4,85
4,50
4,31
4,39
4,32

4,36
Lact A TR
20

79
96
52
115
71
7
57
64

5,09
4,85
4,96
4,63
4,31
4,37
4,33

4,45
Lact A TR
30

71
76
44
110
53
72
45
42

104
103
74
101
69
96
70

68

BE A
Basal

31
5,6
6,4
3,0
4,3
7,8
4,4
3,0

158
133
52
378
81
174
66

62

BE A
Shock

-0,2
-0,2
4,5
2,9

1,7
3,6
1,9

144
125
59
455
108
189
93
87

-8,0
-6,6
0,3

-16,5

5,3
-6,0
1,4
-4,5

114
120
56
296
85
145
77
73

7.4
-6,8
1,0

17,7
5,1
-5,7
41
-6,0

101
99
42

243
78

116
64
69

71
-7,0
15

-14.4
-4,6
-5,4
-4.4
5,6

20 30
101 100
74 81
45 50
244 216
7 91
103 98
64 70
72 88
BEATR BEATR
20 30
-4,2 -2,8
-8,5 54
0,6 15
-14,0 -12,7
-3,5 -0,5
-2,6 -1,4
-2,4 -0,3
-3,8 -0,7




ANEXOS - 59

3 Grupo CHEM 21

1-Chem21
2 - Chem 21
3-Chem 21
4 - Chem 21
5-Chem 21
6 - Chem 21
7 - Chem 21
8 - Chem 21

27,50
23,00
23,00
24,00
28,50
30,00
25,00
27,00

1.250
1.150
1.250
1.050
1.400
1.650
1.250
1.300

45,45
50,00
54,35
43,75
49,12
55,00
50,00
48,15

26,5
25,0
20,0
27,0
24,0
27,5
20,0
28,0

Grupo Peso Vol.Ret. mL/kg Vol. Ret. K bolsas Obito

Sim
Sim
Sim
Sim
N&o
N&o
N&o
Nao




ANEXOS - 60

Grupo PAM Basal PAM Shock PAM T2 PAMTR5 PAM TR 10 PAM TR 20 PAM TR 30 FC Basal FC Shock FCTR2 FCTR5 FCTR 10 FCTR 20 FC TR 30

1. Chem 21 76 35 120 275

2. Chem 21 75 38 20 110 271 48

3. Chem 21 71 36 21 92 270 80

4. Chem 21 70 35 20 08 240 100

5. Chem 21 76 34 68 76 95 102 104 146 223 170 150 147 140 145

6.Chem2l 125 36 59 56 86 104 99 176 269 262 257 242 224 219

7. Chem 21 99 34 50 60 69 88 77 114 240 22 215 196 192 189

8.Chem2l 83 37 46 65 82 123 119 139 273 254 254 253 223 237

Grupo  PVCBasal PVCShock "'$TR PVCTRS5 PVCTR10 PVCTR20 PVC TR 30 EBTanglz ESI](;SKZ E1e0¢ Elggz ETTRC%Z ETTRCSOZ ETTRC%Z

1. Chem 21 6 3 29 21

2. Chem 21 6 3 1 30 25 8

3. Chem 21 7 2 2 35 28 18

4. Chem 21 5 2 1 28 25 34

5. Chem 21 4 2 3 5 7 6 4 42 33 45 44 42 45 47

6. Chem 21 5 2 2 4 5 5 5 36 30 36 37 41 41 40

7. Chem 21 7 6 6 5 6 6 5 47 30 42 46 51 54 49

8. Chem 21 6 2 2 3 4 7 4 42 21 27 35 43 52 48
ATR pHATR pHATR PHVTR pHVTR pHVTR pHVTR pHVTR
0 20 30 2 5 10 20 30

1.Chem21 7,510 7412 71097 7477 7,240 6,962

2.Chem21 7,483 7514 7211 7412 7347 7233

3.Chem21 7,435 7415 7122 7378 7,265 7112

4.Chem21 7,546 7508 7,151 7450 7,348 7,258

5.Chem2l 7,418 7449 7301 7274 7251 7,264 7217 7377 7,343 7233 7216 7,224 7,220 7,233

6.Chem2l 7,459 7429 7336 7311 7,266 7,269 7,305 7,422 7,283 7235 7222 7,205 7,221 7,238

7.Chem2l 7,340 7273 7167 7115 7,113 7,072 7123 7208 7,080 7,034 7,041 7,049 7,028 7,072

8.Chem2l 7,344 7199 7,032 7,031 7,005 7,049 7,086 7,288 7,000 6907 6957 6967 7,020 7,058

continua



ANEXOS - 61

continuagdo

PCO2 A PCO2A PCO2A PCO2A PCO2 A PCO2 A PCO2A PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V

Grupo Basal Shock  TR2 __ TR5 TR 10 TR 20 TR30 _ Basal _ Shock _TR2 TR5 TR10 _TR20 _ TR30
1.Chem2l 339 33,0 38,6 38,4 577 793
2.Chem21 357 30,4 48,6 456 529 622
3.Chem2l 40,9 36,4 59,6 48,9 622 750
4.Chem21 30,4 28,9 63,4 411 51,7 585
5.Chem2l 49,7 41,1 54,7 57,6 54,3 57,9 57,4 56,4 573 700 722 627 67,1 66,5
6.Chem2l 395 35,0 39,3 42,1 47,9 476 45,4 44,4 570 597  6L1 60,1 55,7 55,8
7.Chem2l 516 45,4 53,0 58,7 63,3 68,4 62,3 60,9 851 87 757 80,0 82,0 75,9
8.Chem2l 514 45,9 59,1 63,7 75,0 68,7 66,3 63,6 854 937 913 864 76,8 75,4
HtA Basal HtAShock 4R HIATRS HIATR10 HIATR20 HtATR30 SO- 202V SO2Y  SO2Y SO2 VIR SOZ VIR SO2 VIR
1.Chem2l 272 25,0 3L6 65,8 239 335
2.Chem21 277 28,3 418 56,9 14,6 215
3.Chem2l 31,0 28,1 40,1 64,8 134 284
4.Chem21 282 275 37,4 49,0 209 248
5.Chem2l 26,1 25,0 34,9 33,2 29,6 28,3 28,1 94,2 447 545 563 653 66,2 69,7
6.Chem2l 335 26,2 338 33,0 26,9 25,4 27,9 85,7 202 333 383 602 733 66,2
7.Chem21 283 236 40,2 37,7 28,7 26,9 25,3 57,3 47 188 432 418 55,1 49,1
8.Chem2l 306 285 31,2 33,2 30,3 26,1 29,8 45,1 35 224 3711 489 59,4 60,4
Grupo  KABasal KAShock KATR2 KATR5 KATR10 KATR20 KATR30 oV KV —kyrra KYTR KV IRKY IR KV TR

1. Chem 21 3,5 7,8 14,1 3,6 6,2 19,9
2. Chem 21 3,8 59 13,7 3,7 4,3 7,1
3. Chem 21 3,8 6,4 11,3 3,8 4,9 9,0
4. Chem 21 3,7 6,1 111 3,5 4,7 6,4
5. Chem 21 3,9 5,8 5,6 5,2 4,1 3,9 3,8 4,0 5,2 5,2 5,0 4,2 3,9 3,8
6. Chem 21 3,6 5,6 6,6 4,9 3,7 3,6 3,4 3,7 4,4 5,2 4,7 3,9 3,7 3,5
7. Chem 21 3,9 7,4 6,6 57 4,3 3,6 3,7 3,9 7,9 7,3 5,6 4,3 3,6 3,7
8. Chem 21 4,7 7,3 7,6 5,9 4,9 4,1 4,0 4,0 7,2 6,9 o5, 4,9 4,2 4,1

continua



ANEXOS - 62

conclusao

Grupo  CaABasal CaAShock “*5 TR caATR5 CaATR10 CaATR20 CaA TR30 g'ﬁ'éeﬁ g']igc'?( GT”RCZA GT':?CE? G”Clé TR G”CZ/S TR G”Csé TR
1.Chem2l 4,86 5,07 3,84 80 271 327
2.Chem2l 4,34 4,38 3,01 84 102 120
3.Chem2l 452 453 3,66 103 172 145
4.Chem21 4,38 4,43 3,07 89 104 111
5.Chem2l 4,95 5,07 406 3,94 4,43 473 4,87 86 87 96 99 74 74 75
6.Chem21 4,99 5,13 443 478 4,99 4,99 4,98 134 308 336 319 268 210 197
7.Chem2l 5,18 5,05 407 438 4,80 5,05 5,11 114 382 407 345 321 252 235
8.Chem2l 4,93 5,02 380 4,06 4,63 4,76 4,74 124 412 436 381 279 243 235

Lact A Lact A Lact A LactATR Lact ATR LactATR LactATR BE A BEA BEATR BEATR BEATR

Basal Shock TR 2 ) 10 20 30 Basal Shock 2 20 30

1. Chem 21 16 62 100 3,8 0,0 -12,1
2. Chem 21 14 29 69 31 3,2 -1,7
3. Chem 21 8 41 82 3,0 14 -9,2
4. Chem 21 12 41 70 3,7 1,7 -6,3
5. Chem 21 12 39 55 59 7 65 61 7,0 4,6 0,5 -0,2 31 -0,8 -0,1
6. Chem 21 15 51 64 67 7 78 70 3,9 0,6 -4,4 -4,6 -4,7 -4,7 -3,4
7. Chem 21 23 70 79 92 88 91 83 1,9 -2,5 -8,7 -9,9 -8,6 -9,7 -8,4
8. Chem 21 27 104 116 116 117 111 94 2,1 -4,6 -14,0 -13,0 -11,8 -10,8 -9,4




ANEXOS - 63

4 Grupo Chem 21 L

Grupo
1-Chem21
2 - Chem 21
3-Chem 21
4 - Chem 21
5-Chem 21
6 - Chem 21
7 - Chem 21
8 - Chem 21

Peso
28,00
23,00
27,00
30,00
25,00
30,00
25,00
26,00

Vol. Ret. mL/kg Vol. Ret.

1.150
1.150
1.050
1.300
1.250
1.650
1.350
1.450

41,07
50,00
38,89
43,33
50,00
55,00
54,00
55,77

K bolsas
7,7
53
6,6
6,3
6,9
8,2
8,4
10,4

Obito
Néao
Néao
N&o
Néao
N&ao
Néao
N&ao
Nao




ANEXOS - 64

Grupo PAM Basal PAM Shock PAMT2 PAMTR5 PAM TR 10 PAM TR 20 PAM TR 30 FC Basal FC Shock FCTR2 FCTR5 FCTR10 FCTR20 FCTR 30

1.Chem 21L 80 39 66 o1 99 111 103 116 244 218 208 169 139 149
2. Chem2lL 84 32 38 44 67 94 92 179 257 211 204 189 249 247
3.Chem2iL 87 34 60 66 78 124 118 176 242 224 220 200 198 200
4.Chem21L 105 33 43 55 65 100 105 120 254 245 240 240 207 182
5.Chem2ll 122 36 47 57 110 101 93 120 248 233 210 179 180 170
6.Chem21L 91 35 51 60 106 100 104 75 249 227 190 182 169 189
7.Chem21L 78 30 47 48 94 107 111 118 246 209 184 149 144 155
8.Chem21L 94 29 48 65 88 131 107 82 227 223 214 189 179 164
Grupo  PVC Basal PVC Shock PVCTR2 PVCTR5 PVC TR 10 PVC TR 20 PVC TR 30 EBTanglz ESISSI(Z E1eoe Elggz ETTRC%Z ETTRCZOOZ ETTRC%Z
1. Chem 21L 7 5 5 6 7 7 6 33 25 32 37 35 38 37
2. Chem 21 L 4 3 6 5 4 3 3 36 16 26 34 37 44 40
3.Chem2iL 10 4 6 6 6 9 8 36 27 39 38 44 47 45
4. Chem 21 L 7 3 3 4 4 6 6 35 22 28 29 28 43 41
5. Chem 21 L 8 2 4 6 6 7 7 41 30 38 39 49 46 46
6. Chem 21 L 8 3 4 6 7 6 6 44 28 37 45 58 54 51
7. Chem 21 L 6 3 4 6 7 6 5 41 24 33 38 49 48 48
8. Chem 21 L 7 1 3 4 6 6 7 47 27 40 46 48 51 50
HATRS PHATR PHATR pHATR PHV  pHVTR pHVTR pHVTR pHVTR pHVTR
10 20 30 Shock 2 5 10 20 30
1. Chem 21L 7,460 7476 7203 7252 7,236 7,253 7203 77380 7324 7,243 7194 7,191 7,217 7,227
2. Chem2lL 7,523 7539 7321 7,384 7,228 7,146 7215 7467 7357 7,224 7189 7127 7,000 7,159
3.Chem21L 7,405 7379 7196 7,206 7,181 7,155 7104 7335 7242 7135 7437 7120 7,126 7,151
4.Chem21L 7,434 7431 7262 7235 7,239 7,138 7177 7407 7,244 7170 7149 7117 7,091 7,106
5.Chem21L 7,380 7421 7,290 7,221 7,254 7,280
6.Chem21L 7,354 7397 7072 7067 7,035 7,135 7186 7335 7,182 6984 6985 6977 7079 7112
7.Chem21L 7,426 7432 7212 7182 7,031 7,105 7138 7397 7,233 7128 7067 7013 7,048 7,083
8.Chem21L 7,347 7444 7184 7132 7,100 7,118 7163 7272 7,219 7094 7051 7,048 7070 7,109

continua
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continuagdo

PCO2 A PCO2 A PCO2A PCO2A PCO2 A PCO2 A PCO2A PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V PCO2V

Grupo Basal Shock TR 2 TR5 TR 10 TR 20 TR30  Basal _ Shock _TR2  TR5 _ TR10 _TR20 _ TR30
.Chem 21L 39,6 33,0 42,7 46,1 45,6 483 46,9 51,5 55,6 60,4 65,0 61,2 56,7 59,0
.Chem21L 395 24,6 285 20,9 32,6 59,1 51,1 46,9 49,6 58,5 57,1 62,6 70,5 63,1
.Chem21L 47,9 41,2 54,5 53,8 61,0 64,3 62,3 60,2 70,2 85,0 83,2 83,7 74,4 731
.Chem2lL 450 31,2 34,0 37,7 36,2 57,9 53,6 49,4 61,6 67,3 69,1 738 71,4 69,0
.Chem21L 59,3 40,1 451 58,5 58,5 54,7
.Chem21L 542 36,8 46,4 55,5 74,0 64,0 61,2 57,8 76,0 89,6 96,5 89,9 78,2 78,7
.Chem21L 47,9 35,5 42,7 41,0 68,0 65,1 63,0 53,8 73,2 80,7 90,2 84,8 80,3 78,1
.Chem2lL 56,6 32,6 45,2 55,5 66,9 66,8 63,3 66,5 73,9 85,2 89,2 86,7 78,2 75,2

Grupo  HtABasal HtAShock HtATR2 HLATRS HIATRI10 HATR20 HATR30 ooy  SO2V SOZVIR SOZVIR SOZ VIR SOZ VIR SOZ VIR
.Chem 21L 250 235 35,0 33,4 34,1 25,9 29,1 50,3 31,8 47,9 52,8 69,4 81,0 74,6
.Chem2iL 27,7 25,5 38,5 37,2 29,8 28,5 25,6 69,9 21,9 28,0 14,7 18,8 63,8 66,7
.Chem21L 29,0 275 38,5 40,1 333 27,3 28,5 59,4 25,6 335 36,5 52,7 77,0 67.6
.Chem21L 26,0 26,1 32,4 35,4 33,6 24,0 20,2 82,7 18,9 17,9 21,6 14,3 48,6 51,9
.Chem21L 29,2 26,8 41,1 338 29,8 31,2 32,8
.Chem21L 318 28,9 433 35,6 31,9 33,6 34,3 87,0 12,3 17,4 26,7 67,7 50,1 58,9
.Chem21L 332 29,5 38,2 33,2 29,3 29,3 30,6 87,1 25,8 22,9 25,0 65,6 59,2 66,5
.Chem21L 337 30,7 46,2 44,4 39,8 33,6 32,7 87,1 18,3 25,7 38,3 64,9 86,0 83,9

Grupo  KABasal KAShock KATR2 KATR5 KATR10 KATR20 KATR30 o Y ~KVshock KVTR2 KvTRs Y TR KYIR KV IR
.Chem 21L 37 6,2 5,5 42 3,4 31 31 3,6 48 47 4,3 3,6 3,2 3,2
.Chem2lL 36 11,0 11,9 11,6 10,1 39 3,2 35 8,0 9,1 12,3 9,9 4,0 3,4
.Chem21L 39 6.9 5,0 45 3,6 32 32 3.9 5,5 5,0 4,4 3,8 33 33
.Chem21L 36 6.8 7,0 5,7 5,6 3,6 3.4 3,6 5,1 5,6 5,4 5,1 3,7 35
.Chem21L 35 6,0 4,8 33 33 3.4
.Chem21L 42 7,8 6,5 5,9 44 3,8 4,0 4,0 7,6 6,4 5,7 45 39 4,0
.Chem21L 40 6,3 6.0 43 4,0 3,4 3.4 41 4,6 5,0 4,4 4,0 3,4 3.4
.Chem21L 41 6.2 5,6 45 4,0 35 35 4,0 43 49 45 4,1 3,6 35

continua
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concluséo

Grupo  CaABasal CaAShock “*5 TR caATRS5 CaATR10 CaATR20 CaA TR30 g'ﬁ'éeﬁ gr!igci G”C; TR G”CSA TR G”Clé TR G”CZ/S TR G”%ﬁ TR
1.Chem 21L 4,74 4,91 4,49 4,64 4,82 5,01 5,05 146 265 265 280 243 181 176
2. Chem2lL 492 4,66 4,79 471 4,87 4,80 4,78 84 60 50 44 29 44 45
3.Chem2iL 518 5,02 491 4,89 4,90 5,23 5,12 88 297 299 287 226 140 145
4.Chem21L 517 5,05 4,90 5,07 4,99 5,18 5,19 105 273 284 287 262 165 139
5.Chem2lL 500 4,83 4,76 4,83 4,89 4,96 101 72 63 48 63 55
6.Chem21L 498 477 4,97 4,87 4,80 471 4,63 100 294 455 420 296 283 252
7.Chem21L 534 4,88 4,78 4,70 4,92 4,88 4,80 95 317 304 236 152 133 124
8.Chem2lL 498 4,74 4,63 4,74 4,78 4,84 4,90 113 252 231 188 158 130 128

LactA  LactA  LactA LactATR LactATR LactATR LactATR BEA  BEA BEATR BEATR BEATR BEATR BEA TR
Basal Shock  TR2 5 10 20 30 Basal  Shock 2 5 10 20 30
1.Chem 21L 24 53 67 69 82 74 64 41 25 5,4 6,4 7,5 5,4 35
2.Chem21L 13 62 72 69 116 104 94 8,9 1,9 106 11,9 -130  -80 6,6
3.Chem2iL 19 71 74 71 79 85 80 49 1,9 6,5 6,2 52 5,38 3,9
4.Chem2iL 15 62 78 82 88 92 94 5,4 0,4 109  -106  -11.0 838 7.9
5.Chem21L 18 42 52 48 64 60 5,8 41 45 35 1,2 1,0
6.Chem21L 15 53 100 94 100 77 64 42 1,9 453 132 100 7.1 4,8
7.Chem21L 14 51 70 95 122 104 95 6,5 36 99 120  -118 86 7,2
8.Chem2iL 14 46 69 85 90 88 84 49 1,8 105 99 8,4 7.4 5,6
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